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1. RESUMEN 
Las Parasporinas (Ps) sintetizadas por Bacillus thuringiensis presentan actividad 
biológica específica contra algunos tipos de cáncer in vitro y tienen baja o nula 
actividad hacia células normales. Analizamos cepas de B. thuringiensis  productoras de 
Parasporinas y purificamos las proteínas,  a través de SDS-PAGE se realizaron  perfiles 
proteicos, a su vez fueron realizadas inmunodetecciones por medio de DOT BLOT 
usando anticuerpos policlonales específicos hacia Parasporinas de la familia PS1 y 
familia PS4  y contra los cristales de nuestra cepa GM18. Las cepas han producido 
Parasporinas como se esperaba durante el proceso de esporulación, y estas se han 
purificado a través de diálisis por membrana con un poro de 30 kDa y 12 kDa 
dependiendo de la cepa tratada, filtraciones con membranas de nitrocelulosa con un 
diámetro de poro de 0.45 y 0.22 μm, y cromatografía de intercambio aniónico en un 
gradiente de NaCl de 0.0 a 1 M a 4°C, dando patrones característicos para cada cepa, 
GM18 presentando dos señales altas de proteínas en la fracción 27 (13.5 min, 202 mM 
NaCl) y  fracción 46 (23 min, 690 mM NaCl), siendo la fracción 27 (13.5 min, 202 
mM NaCl) la que contiene la proteína de interés, e IB84 presentando tres señales altas 
de proteínas en la  fracción 26 (13 min, 195 mM NaCl), fracción 42 (21 min, 630 mM 
NaCl) y fracción 48 (24 min, 949 mM NaCl), la proteína se encuentra presente en la 
fracción 26. El perfil proteico muestra a GM18 produciendo una Parasporina de 
alrededor de 110 kDa en su estado como protoxina y dos fragmentos de 38 kDa y 26 
kDa cuando es activada, IB84 presenta una Parasporina de alrededor de 36 kDa en su 
estado como protoxina y 26 kDa en su estado activo. El análisis en base a Nano LC-
MS/MS presento similitudes entre la Parasporina de la cepa GM18 y la Toxina Cry1Jb 
y la Parasporina de la cepa IB84 con la Toxina Cry15Aa. El análisis de las secuencias 
y modelaje de las proteinas genero una proteína parecída a las características toxinas 
Cry convencionales y las Parasporina-1 y -3 para la cepa GM18 en base al modelo 
Cry1Jb y una proteína parecida a las Parasporinas-2 y -4 y las aerolisinas para la cepa 
IB84 en base al modelo Cry15Aa. Se demostró el efecto citotóxico de las Parasporinas 
purificadas de las cepas IB84 y GM18 sobre la línea celular MOLT-4 con un 
porcentaje de sobreviencia de 54.60% (GM18) y  61.84% (IB84) después de 48 h. 
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1. ABSTRACT 
The parasporins (Ps) synthesized by Bacillus thuringiensis have specific 
biological activity against some types of cancer in vitro and have low or no activity 
toward normal cells. We analyzed B. thuringiensis strains PS producers and purified 
those proteins, via SDS-PAGE, protein profiles were performed, successively We 
performed immunodetections by DOT BLOT using polyclonal antibodies specific to  
PS1 and PS4 parasporins family and against crystal proteins of our GM18 strain. Our 
Strains produced parasporins as expected during sporulation, and these were purified 
through dialysis membrane with a pore 30 kDa and 12 kDa depending on the treated 
strain, filtrations through nitrocellulose membranes with a pore diameter 0.45 and 0.22 
µm, and anion exchange chromatography in a gradient of NaCl from 0.0 to 1 M at 4 ° C, 
giving characteristic patterns for each strains, GM18 presenting two high signals 
proteins in fraction 27 (13.5 min, 202 mM NaCl) and fraction 46 (23 min, 690 mM 
NaCl), the fraction 27 (13.5 min, 202 mM NaCl) which contains the protein of interest, 
and IB84 presenting three high signals proteins in fraction 26 (13 min, 195 mM NaCl), 
fraction 42 (21 min, 630 mM NaCl) and fraction 48 (24 min, 949 mM NaCl), the protein 
is present in fraction 26. the protein profile shows GM18 producing a parasporin of 110 
kDa in its status as protoxin and two fragments of 38 and 26 kDa when it were activated, 
IB84 has a parasporin of about 36 kDa in its status as protoxin and 26 kDa in activated 
state. The Nano LC-MS / MS analysis showed similarities between GM18 Parasporin 
and Cry1Jb toxin and IB84 Parasporin with Cry15Aa Toxin. Sequence analysis and 
protein modeling generated a protein similar to the conventional Cry toxins and 
Parasporin-1 and -3 for the GM18 strain based on the Cry1Jb model and a Parasporin-2 
and -4 like protein for IB84 strain based on the Cry15Aa model. The cytotoxic effect of 
purified Parasporins from IB84 and GM18 strains was demonstrated on the MOLT-4 
cell line with a survival rate of 54.60% (GM18) and 61.84% (IB84) after 48 h.  
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2. INTRODUCCION 
Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria Gram positiva, facultativa y ubicua ya 
que se ha aislado de todas partes del mundo y de diversos ecosistemas como suelo, agua, 
hojas, insectos, etc. Es un miembro del grupo de Bacillus cereus, el cual incluye otras 
cinco especies: Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus 
PSeudomycoide y Bacillus weihenstephanensi (Soufiane y Côté 2013). Bt se diferencia 
del resto de los miembros del grupo por sintetizar un cuerpo paraesporal de naturaleza 
proteica,  conocido como cristal. El cristal está constituido por proteínas denominadas į-
endotoxinas también conocidas como proteínas Cry (altamente específicas) y Cyt 
(hemolíticas e inespecíficas) (Schnepf et al. 1998). Se han encontrado į-endotoxinas 
letales contra lepidópteros, coleópteros, dípteros, himenópteros, ácaros y también contra 
otros invertebrados como nematodos, gusanos planos y tricomonas (Kondo et al. 2002). 
En años recientes, se demostró que algunas proteínas Cry no presentan 
características tóxicas contra insectos, nematodos o protozoarios pero sí actividades 
biológicas interesantes, como son las lactinas (Akao et al. 1999), o anti-cancerígenas 
(Mizuki et al. 2000) en condiciones artificiales. A estas proteínas con alta capacidad 
citotóxica hacia las células cancerígenas e inocuas hacia las células normales, se les 
denominó Parasporinas (PS) (Kim et al. 2003). Las PS muestran un espectro de 
actividad muy heterogéneo, modo de acción y secuencias aminoacídicas entre las 
diferentes familias en las que se clasifican (Committe of Parasporin Classification and 
Nomenclature 2010). No obstante, todas tienen en común ciertos aspectos: i) No poseen 
actividad insecticida conocida (Lee et al. 2000); ii) deben ser digeridas por proteólisis 
para su activación (Okumura et al. 2006); iii) presentan una alta toxicidad a células 
humanas de cáncer; iv) baja o nula hacia células normales (Ohba et al. 2009); y v) tienen 
poca similitud con otras proteínas Cry (Ichikawa et al. 2007). 
En el presente estudio se pretende purificar las Parasporinas presentes en nuestras 
cepas IB84 y GM18 para ser utilizadas en bioensayos en una línea celular de cáncer. 
 
 2 
 
3. ANTECEDENTES 
3.1 Cáncer 
El cáncer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades 
que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Inicia con la transformación de una 
sola célula que se divide de manera descontrolada hasta convertirse en una masa 
tumoral, y en procesos más avanzados, llegar a invadir partes adyacentes del cuerpo o 
propagarse a otros órganos. Su complejidad radica en que no se trata de una sola 
enfermedad, sino que engloba más de 200 tipos de padecimientos. Además, su desarrollo 
implica una gran cantidad de factores, desde genéticos hasta medio ambientales (Wong 
2012).  
En la actualidad, el cáncer es una de las primeras causas de muerte a nivel 
mundial, tan solo en el 2012 se le atribuyeron 8,2 millones de muertes (OMS 2012); en 
donde los de mayor incidencia se encuentran el cáncer de pulmón, seno y colorectal 
(Ferlay et al. 2013). También representa una de las enfermedades más costosas. En 2008 
se invirtió 20% más en el tratamiento del cáncer que en otras enfermedades mayores 
(American Cancer Society and Livestrong 2010). En los Estados Unidos, el costo en 
gastos médicos relacionados al cáncer fue de $201.5 y ocasionó cerca de $124 billones 
en pérdidas de productividad debido a muertes prematuras (Luo et al. 2013). No 
obstante, en la actualidad más gente sobrevive al cáncer que en el pasado. Para el 2012 
hubo casi 2 millones más de sobreviviente de lo estimado, superando las expectativas de 
sobrevivencia calculadas desde el 2008 para ese año. Esto, en gran medida como 
resultado de la inversión en investigación enfocada en el estudio, prevención y 
tratamiento de los diferentes tipos de cáncer (Siegel et al. 2013).  
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3.1.1 Nuevas estrategias terapéuticas 
Los principales procedimientos para la erradicación de los diferentes tipos de 
cáncer son la quimioterapia, radioterapia y la cirugía; que resultan muy invasivos y con 
un gran número de efectos secundarios o secuelas. Recientemente, nuevos métodos de 
detección, diagnóstico y tratamiento del cáncer, han surgido gracias a décadas de 
investigación. Entre las más prometedoras tecnologías se encuentran: i) la 
inmunoterapia, que utiliza moléculas que estimulan el sisma inmune para la destrucción 
de cierto tipo de tumores (Clynes et al. 2000); ii) terapias moleculares, dirigidas hacia 
tipos específicos de células cancerosas, bloqueando su crecimiento anormal por 
interferencia en la señalización intracelular (Verma et al. 2012) y iii) nanotecnología, 
para la implementación de fármacos por medio de nano partículas (Socinski et al. 2012).   
Dentro del desarrollo en investigación de nuevos fármacos, existe una rama 
dedicada al descubrimiento e implementación de compuestos de origen natural para el 
combate de células cancerosas. Específicamente, compuestos con actividades anti-
cancerígena producidos por microorganismos, como las bacterias, presentan algunas 
ventajas sobre otras fuentes naturales. Una muy evidente, es su alta tasa de crecimiento, 
que favorece a una acelerada producción de compuestos, al igual que su versatilidad 
para crecer en medios de cultivo preparados a partir de residuos agroindustriales, lo que 
reduce costos de producción, sin dejar de lado su amplia biodiversidad, que aumenta el 
potencial para la búsqueda de nuevos compuestos. Adicionalmente, las bacterias pueden 
manipularse fácilmente e incluso modificarse genéticamente, para una incalculable 
cantidad de aplicaciones biotecnológicas (Harvey 2008).  
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3.2. Bacillus thuringiensis  
En 1911, Berliner describió por primera vez una nueva cepa de bacilo, Bacillus 
thuringiensis, aislada de la polilla mediterránea Anagastakuehniella (Berliner 1911). Lo 
nombró después de la provincia de Turingia, en Alemania, donde se encontró la polilla 
infectada. Roh et al. (2007) señaló que la cepa apareció por primera vez bajo este 
nombre, pero fue aislado en 1901 por el científico japonés Ishiwata Shigetane como el 
agente causante de una enfermedad que afecta a los gusanos de seda. 
La cepa bacteriana se pensó por primera vez como una amenaza para los gusanos de 
seda, pero más tarde se utilizó como agente insecticida. La primera producción 
comercial del agente como pesticida fue en Francia en 1938 bajo el nombre de 
"Sporeine" (Lambert y Peferoen 1992). Luego, en 1956 el microbiólogo canadiense 
Angus demostró que las inclusiones de proteínas cristalinas formadas en el curso de la 
esporulación eran responsables de la acción insecticida (Angus 1956). 
Posteriormente, los científicos americanos (Gonzalez et al. 1982) encontraron que 
los genes que codifican las proteínas de cristal (Cry) se localizaron en plasmidos 
transmisibles, utilizando una técnica de extraccion de plásmidos. 
Schnepf y Whiteley (1981) primero clonaron y caracterizaron los genes que 
codifican las proteínas Cry que tenían toxicidad a las larvas del gusano cornudo del 
tabaco, a partir del ADN plasmídico de B. thuringiensis, subpps. Kurstaki HD-1. Esta 
primera clonación fue seguida rápidamente por la clonación de muchos otros genes Cry 
y condujo eventualmente al desarrollo de plantas transgénicas de B. thuringiensis. En la 
década de 1980, varios científicos demostraron sucesivamente que las plantas pueden ser 
genéticamente modificadas, y finalmente, el algodón de B. thuringiensis llegó al 
mercado en 1996 (Roh et al. 2007; Shelton et al. 2002). 
La bacteria insecticida B. thuringiensis es una bacteria gram-positiva productora de 
esporas que produce inclusiones proteináceas durante la esporulación (Roh et al. 2007). 
Estas inclusiones se pueden distinguir como cristales de forma distintiva por 
microscopía de contraste de fase. Las inclusiones están compuestas de proteínas 
conocidas como proteínas Cry, o į-endotoxinas, que son altamente tóxicas para una 
amplia variedad de insectos agrícolas y de salud importantes, así como otros 
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invertebrados (en su mayoría específicos para insectos y nemátodos) (Roh et al. 2007). 
Debido a su alta especificidad y su seguridad para el medio ambiente, las proteínas Cry 
son una alternativa valiosa a los plaguicidas químicos para el control de plagas de 
insectos en la agricultura y la silvicultura y en el hogar. Se ha propuesto que el uso 
racional de las toxinas Bt proporcionará una variedad de alternativas para el control de 
los insectos y para superar el problema de la resistencia de los insectos a los plaguicidas 
(Roh et al. 2007). Es bien conocido ahora que la actividad insecticida de las proteínas 
Cry es inducida por su unión específica al receptor localizado en la membrana 
plasmática de las células epiteliales del intestino medio de los insectos susceptibles 
(Ohba et al. 2009). Esta propiedad hace de B. thuringiensis un agente microbiano 
ambientalmente seguro y ecológicamente sano en el control de las plagas de insectos 
agrícolas (Ohba et al. 2009). 
B. thuringiensis parece ser autóctono a diversos ambientes. Las cepas de este bacilo 
se aislaron en todo el mundo a partir de suelo, insectos, polvo almacenado y hojas 
caducifolias y coníferas (Roh et al. 2007; Jensen et al. 2003). B. thuringiensis pertenece 
a la familia Bacillaceae y está estrechamente relacionado con B. cereus  
(Jensen et al. 2003), la única diferencia fenotípica notable entre estas dos especies de 
bacilos es la producción de uno o más cristales insecticidas. Sin embargo, existen 
muchas cepas productoras de cristal de B. thuringiensis sin actividades insecticidas 
conocidas. Además, se han descrito muchas cepas cristalizadoras y se pueden obtener 
fácilmente por mutagénesis química o por extracción con plásmido, dando como 
resultado células que no se pueden distinguir de B. cereus. Por otra parte, estudios 
recientes de una serie de marcadores moleculares en un gran conjunto de cepas han 
indicado que B. thuringiensis y B. cereus deben considerarse como una especie (Roh et 
al. 2007). 
El bacilo también se ha utilizado con éxito para suprimir los niveles de población de 
plagas dípteras médicamente importantes. Los ejemplos incluyen los mosquitos vectores 
de la malaria, las enfermedades víricas (incluyendo la fiebre hemorrágica del dengue y 
la fiebre del Nilo Occidental) y la filariasis linfática, y la mosca negra que transmite la 
oncocercosis (Ohba et al. 2009). De particular interés en los hallazgos recientes es que 
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una actividad terapéutica contra el parásito de la anquilostoma humana y animal está 
asociada con una única proteına Cry de B. thuringiensis (Capello et al. 2006). 
Dado que el bacilo puede matar a los parásitos, se estudió por su actividad contra 
Trichomonas vaginalis (Kondo et al. 2002) una infección de transmisión sexual que 
afecta a 170 millones de personas en todo el mundo (Sobel et al. 2001). Kondo et al. 
(2002) estudiaron las proteínas de inclusión parasporal de un total de 816 cepas de B. 
thuringiensis aisladas en Japón para actividad antitrichomonal contra T. vaginalis. Diez 
cepas de B. thuringiensis inhibieron el crecimiento de T. vaginalis en cultivos de 48 h. 
Además, dos cepas, B622 y B626, mostraron claramente efectos tricomonciales contra 
T. vaginalis. Los serotipos de antígeno H de ambas cepas se identificaron como H13 / 29 
(pakistani / amagiensis)  
Se esperaba que la Ley de Protección de la Calidad de los Alimentos de los Estados 
Unidos y las Directivas del Consejo Económico Europeo destinadas a reducir el uso de 
los insecticidas carbamato y organofosfato aumentaran el uso de compuestos "blandos", 
como el B. thuringiensis (Whalon y Wingerd 2003).  
En el aspecto general Bt es una bacteria Gram positiva formadora de esporas, la cual 
ha sido ampliamente utilizada como bioinsecticida por las ventajas que  representa su 
uso en campo. Produce una toxina cristalizada (Cry) que al solubilizarse e incrustarse de 
manera específica en la membrana celular del intestino medio del insecto hospedero 
genera poros que ocasionan la lisis celular, lo que a su vez conduce con la muerte del 
insecto, dicha acción es (por lo general) específica para insectos plaga (Roh et al. 2007). 
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3.2.1. Parasporinas 
Las Parasporinas son definidas como un nuevo grupo de proteínas Cry 
sintetizadas por B. thuringiensis o bacterias relacionadas, que presentan actividad 
biológica específica contra células de cáncer y tienen baja o nula actividad hacia células 
normales (Mizuki et al. 2000).  
Hasta la fecha se han establecido 6 familias de Parasporinas PS1 (Cry31), PS2 
(Cry46), PS3 (Cry41), PS4 (Cry45), PS5 (Cry64) y PS6 (Cry63) por el Comité para la 
Clasificación y Nomenclatura de Parasporinas (Committe of Parasporin Classification 
and Nomenclature 2010). Las PS fueron comparadas en diversos indicadores tales como, 
talla molecular (kDa), punto isoeléctrico (pI) y país de origen (Tabla I). En esta 
comparación se demuestra que, aunque los países asiáticos muestran un mayor número 
de PS, las cepas de Bt con estas características se encuentran de manera global. Tal es el 
caso de los reportes para Canadá y las islas del Caribe. Con respecto al pI, a pH cercano 
a 6.0 la solubilidad de todas las proteínas paraesporales es cero, razón por la cual al 
solubilizar los cristales paraesporales llevamos el pH 10.0 y, posteriormente, a pH 8.0 en 
cuanto comienza la digestión proteolítica (Peña  2004).  
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Tabla I. Características principales de las Parasporinas reportadas 
Parasporina No. Cry Cepa Gen (pb) Protoxina kDa 
Punto 
isoeléctrico 
Toxina(s) 
kDa País-Región Referencia 
PS1Aa1 Cry31Aa1 A1190 2,169 81 5.95 15 y 56 Japón (Mizuki et al. 2000) 
PS1Aa2 Cry31Aa2 M15 2,226 83 5.93 Canadá (Jung et al. 2007) 
PS1Aa3 Cry31Aa3 B195 2,169 81 5.95 Japón (Uemori et al. 2008) 
PS1Aa4 Cry31Aa4 Bt 79-25 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutake et al. 2008) 
PS1Aa5 Cry31Aa5 Bt 92-10 2,169 81 5.95 Vietnam (Yasutake et al. 2008) 
PS1Aa6 Cry31Aa6 
64-1-94, M15, 
M019 2,262 84 5.97 15 y 55 Japón, Caribe, Canadá (Nagamatsu et al.   2010) 
PS1Ab1 Cry31Ab1 B195 2,178 82 5.97 Japón (Uemori et al. 2008) 
PS1Ab2 Cry31Ab2 Bt 31-5 2,178 82 5.97 Vietnam (Yasutake et al. 2008) 
PS1Ac1 Cry31Ac1 Bt 87-29 2,331 87 5.92 Vietnam (Yasutake et al. 2008) 
PS1Ac2 Cry31Ac2 B0462 2,331 87 5.96 15 y 60 Japón (Kuroda et al. 2013) 
PS1Ad1 Cry31Ad1 
64-1-94, M15, 
M019 2,262 84 5.92 15 y 55 Japón,Caribe, Canadá (Nagamatsu et al. 2010) 
PS1Ad2 Cry31Ad1 64-1-94* 2,277 85 5.92 Caribe (GenBank AGO57767.1) 
PS2Aa1 Cry46Aa1 A1547 1,014 37 5.91 28 Japón (Ito et al. 2004) 
PS2Aa2 Cry46Aa2 A1470 1,011 37 5.90 30 Japón (Okumura et al. 2013) 
PS2Ab1 Cry46Ab1 TK-E6 912 33 5.91 Japón (Hayakawa et al. 2007) 
PS3Aa1 Cry41Aa1 A1462 2,475 94 6.00 64 Japón (Yamashita et al. 2005) 
PS3Ab1 Cry41Ab1 A1462 2,487 94 6.00 Japón (Yamashita et al. 2005) 
PS4Aa1 Cry45Aa1 A1470, T98* 2,487 30 5.99 26.8 Japón (Okumura et al. 2004) 
PS5Aa1 Cry64Aa1 A1100* 918 34 5.79 Japón (GenBank AB555650.1) 
PS6Aa1 Cry63Aa1 
64-1-94, M15, 
M019 2,259 85 5.98 14 y 59 Japón,Caribe, Canadá (Nagamatsu et al. 2010) 
* Datos no publicados 
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Al realizar la comparación de la estructura primaria de las diversas PS, se 
encontró una relación filogenética importante. El orden de jerarquía es: i) número 
arábigo (1, 2, 3, 4, etc.) para una similitud de al menos 45%; ii) letra mayúscula y 
minúscula que denota una similitud de 78%; y iii) letra minúscula una similitud de hasta 
el 95% y iv) número que indica homología mayor que 95%. De esta manera, las PS se 
han clasificado en 6 clases, PS1-PS6 y en cada clase varios miembros (Fig. 1).   Ésta 
clasificación es la misma propuesta para proteínas Cry de Crickmore et al. en 1998.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Dendrograma que muestra la relación filogenética de las diferentes PS.  
Como ya se mencionó, las PS son sintetizadas como protoxinas  y para adquirir 
su conformación tóxica primero se deben solubilizar a pH alcalino o ácido (Okumura et 
al. 2006) y posteriormente ser digeridas por serín proteasas, como la proteinasa K (Ohba 
et al. 2009).  Como se verá a lo largo del proyecto, es relevante activar sus fragmentos 
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tóxicos para estimar la unión antígeno-anticuerpo, en todas las etapas de la digestión 
proteolítica.  
Con respecto a su conformación tridimensional, los estudios sobre las estructuras 
proteínicas secundarias y terciarias de las proteínas Cry insecticidas señalan 3 dominios 
(I, II y III, de amino a carboxilo terminal), característicos que son los que le dan su 
actividad citotóxica, donde el dominio I, formado por 7 α-hélices, es el responsable de 
formar el poro en la membrana celular; dominios II y III, formados por β-plegadas, están 
implicados en el reconocimiento al receptor. Por tanto, confieren la especificidad (Fig. 
2). Si bien, estos mismos dominios son observados en las PS1, PS3 y PS6; pero no en 
PS2 y PS4. Estas últimas no presentan la estructura típica de tres dominios y han sido 
más relacionadas a otras toxinas formadoras de poros (TFP´s) con las aerolisinas (Fig. 3) 
(Akiba et al. 2004; Xu et al. 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dominio I Dominio III 
Dominio II 
Figura 2. Estructura y dominios típicos de las proteínas Cry. 
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3.2.2. Parasporina 1 
Según el Comité de Parasporina Clasificación y Nomenclatura 
(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/), la proteína de 81 kDa constituye la familia 
Parasporina -1Aa (PS1Aa) (Fig. 4). En el actual esquema de clasificación (contiene 
proteína Cry de tres dominios, activada por digestión en N-terminal) (Ohba et al. 2009). 
Esta proteína PS1Aa1, correspondiente a Cry31Aa1, es un polipéptido de 723 
aminoácidos con un peso molecular de 81.045. El gen tiene 2,169 pb de largo. Esta 
proteína tiene una estructura del tipo de tres dominios, cuya secuencia de aminoácidos 
contiene cinco bloques conservados comúnmente conservadors en proteínas Cry 
insecticidas (Ohba et al. 2009; Mizuki et al. 1999, 2000). La primera Parasporina 1 
Dominio I Dominio I 
Dominio I Dominio II 
Proaerolisina de  
Aeromonas hydrophila 
Lectina de  
Lactiportus sulphureus 
Toxina EPSilon de  
Clostridium perfringes 
Enterotoxina de 
Clostridium perfringes 
Figura 3. Estructura de proteínas formadoras de poros representantes de la familia 
de las aerolisinas. La unión N-dominio es color verde pálido. Las regiones de 
inserción de membrana y formación de poros son de color verde limón y naranja 
brillante. El color rosa indica la sección anfipática β-horquilla y sugiere ser la 
responsable de la formación de poros (Xu et al. 2014).  
Dominio II 
Dominio III 
Dominio III 
Dominio III 
Dominio II 
Dominio IV 
Dominio I 
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descubierta se aisló de la cepa A1190 de B. thuringiensis (anteriormente 84-HS-1-11) 
(Mizuki et al. 2000; Katayama et al. 2005). En el grupo de Parasporinas 1, PS1Aa1 
consiste en  fragmentos de 15- y 56-kDa (Fig. 10) y se genera por activación con tripsina 
de la  protoxina pro-PS1Aa1 de 81 kDa (Mizuki et al. 1999). Estos dos fragmentos están 
estrechamente asociados entre sí como un complejo activo, que no podría separarse 
incluso en presencia de agentes detergentes desnaturalizantes. Según el análisis 
estructural, los fragmentos de 15 y 56 kDa podrían disponerse en un heterodímero en 
una proporción de 1: 1 (Katayama et al. 2005).  
PS1Aa1 presenta una fuerte pero específica citotoxicidad frente a HeLa, MOLT-
4 (células T Leucémicas), células HL60 (células promielocíticas), con una CL50 de 
0,12, 2,2 y 0,32 μg / mL, respectivamente. El analisis de la membrana celular mediante 
el ensayo de fugas de LDH ha demostrado que la Parasporina-1 no afecta a la 
permeabilidad de la membrana. Además, en células HeLa, los cambios limitados de 
concentración de fluorescencia después de ser tratadas con Parasporina-1 han 
demostrado que la Parasporina-1 puede no formar poros en la membrana.  
De otra manera, la Parasporina-1 podría promover la afluencia de Ca2+ del buffer 
extracelular, y el inhibidor de la proteína G, suramina, puede suprimir la afluencia de 
Ca2+ y la citotoxicidad de la Parasporina-1 (Katayama et al. 2005, 2007). Por lo tanto, se 
propuso que en lugar de formar poros en la membrana, la Parasporina-1 induce la muerte 
celular por una vía apoptótica con un único mecanismo citotóxico (Katayama et al. 
2007; Ohba et al. 2009). Curiosamente, se informó que la Parasporina-1 podría unirse al 
receptor Beclina 1 en la membrana celular (Katayama et al. 2011).  
En mamíferos, Beclina 1 existe en líneas de células de carcinoma epitelial de 
mama humano con expresión limitada, pero abundante en el epitelio de mama normal 
(Liang et al. 1999), juega un papel clave en los procesos de autofagia y es crucial en 
varias vías en todas las especies eucarióticas (Wirawan et al. 2012). La interacción de la 
Parasporina-1 con Beclina 1 y su mecanismo de citotoxicidad están a la espera de ser 
aclarado. Varias conclusiones se extrajeron del estudio respecto a PS1: 1) es citotóxica 
contra células HeLa y MOLT-4; 2) aumenta la afluencia de Ca2+ el cual no se relacionó 
con canales de Ca2+ extracelular pero sí con canales de Ca2+ intracelular; 3) Las 
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proteínas G o las proteínas G acopladas a receptores están implicadas en la actividad de 
la  Parasporina-1 y por tanto la afluencia de Ca2+  intracelular; 4) no forma poros (TFP); 
y 5) el modo de acción más probable es por apoptosis (Wong, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.3 Parasporina 2 
La Parasporina-2 (Fig. 5) se descubrió por primera vez en la cepa A1547 
(anteriormente 94-F-45-14), que pertenece a B. thuringiensis serovar dakota (H15) 
(Mizuki et al. 1999; Kim et al. 2000). La protoxina pro-PS2Aa1 inactiva es de 
aproximadamente 37 kDa y tiene una similitud limitada con la mayoría de las proteínas 
Cry o Cyt establecidas, pero comparte una identidad de secuencia de 23,5% con 
Cry15Aa, que pertenece a las toxinas tipo MTX de L. sphaericus (Ito et al. 2004; Akiba 
et al. 2009). La protoxina pro-PS2Aa1 digerida por proteinasa K genera una forma 
activa de 30 kDa después de la proteólisis en ambos N- y C-terminal (Ohba et al. 2009; 
Kitada et al. 2006; Ito et al. 2004). La toxina activada muestra alta citotoxicidad a 
MOLT-4, Jurkat (célula T Leucémica), Sawano (célula de cáncer de útero) y HepG2 
(célula de cáncer de hepatocitos humanos) con la CL50 entre 10-40 ng / mL. El estudio 
inicial propuso que la Parasporina-2 es específicamente dirigida a las proteínas 
receptoras en la membrana e induce daño celular (Ito et al. 2004). Más tarde, se reveló 
que la Parasporina-2 podría vincularse selectivamente a colesterol en la membrana de la 
Figura 4. Predicción de la estructura 
tridimensional de la PS1 (PS1Aa1) 
(Franco 2015).  
 
Dominio II 
Dominio III 
Dominio I 
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célula de cáncer humano (Kitada et al.  2006; Abe et al. 2008). Los experimentos han 
demostrado que la deleción del colesterol puede estar relacionada con una reducción en 
la eficacia de la oligomerización.  
Estos resultados sugirieron que la Parasporina-2 puede ser una toxina dirigida a 
la balsas lipídicas y podría transformarse en una conformación hidrófoba por 
oligomerización, lo que induciría la formación de poros (Abe et al. 2008). Entre los 
candidatos como receptores, la Parasporina-2 muestra una ligera dependencia del 
colesterol, pero un requisito obvio es las proteínas ancladas a GPI, que se encuentran 
principalmente en el colesterol y esfingolipidos (Legler et al. 2004; Lingwood et al. 
2009; Kitada et al. 2009). Es posible que la región de glicano de GPI también puede 
ayudar  a la Parasporina-2 uniéndola a la superficie y luego montándola en la membrana 
(Kitada et al. 2009). En consecuencia, se ha presentado un modelo de mecanismo de 
múltiples etapas: al principio, la paraporina-2 se uniría a los receptores anclados en GPI 
u otras proteínas en la membrana; entonces, cuando la toxina se concentra y se 
oligomeriza, se forman los poros transmembranales, lo que daña la permeabilidad de la 
membrana (Kitada et al. 2009). 
La PS2Aa1 ya digerida proteolíticamente es una TFP que causa aumento de la 
permeabilidad a las células susceptibles. Kitada et al. (2005), también demostraron que 
al contrario de la PS1, el modo de acción es dado por lisis celular. Se encontró que 
PS2Aa1 se distribuyó en la periferia de la célula y la inmunotinción patrón era la misma 
que la distribución nativa de cadherina, una proteína de adhesión célula-célula en la 
membrana plasmática. Este hallazgo concuerda con el trabajo de Wong et al. (2010), 
que demostró que la proteína paraesporal del aislado de Bt de Malasia, también está 
ligado a un sitio de unión en la superficie celular, lo que sugiere la posibilidad de un 
receptor específico de la superficie celular. Investigaciones sobre la estructura cristalina 
de PS2 por Akiba y colaboradores, sugiere que la proteína mostró similitud estructural 
con las TFP-β tipo aerolisina, que apoyaron la conclusión anterior de Kitada et al. 
(2005) que la PS2 es una proteína formadora de poros (Akiba et al. 2009). 
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3.2.4. Parasporina 3 
PS3Aa1 (Cry14Aa1)  y PS3Ab1 (Cry41Ab1) (Fig. 6) son Parasporinas-3 de la 
cepa A1462 (anteriormente 89-T-26-17) de B. thuringiensis con un peso molecular 
alrededor de 88 kDa (Mizuki et al. 1999; Yamashita et al. 2000). Cuando se trataron con 
proteinasa K, ambas proteínas de 88 kDa se degradaron en el extremo N para producir 
las formas activadas de 64 kDa (Fig. 10). Estas dos proteínas activadas de 64 kDa tienen 
estrechos espectros de citotoxicidad hacia HL60 y HepG2 y podría aumentar la 
permeabilidad de la membrana celular de HepG2 (Yamashita et al. 2005). El análisis de 
la secuencia primaria reveló que estaban codificados por los genes orf2a y orf2b 
respectivamente y compartieron una secuencia de alta homología de 88%, por lo tanto 
las proteínas ORF2a y ORF2b se diseñaron correspondientemente como PS3Aa1 y 
PS3Ab1. Vale la pena mencionar que, aunque la Parasporina-3 tiene una similitud de 
secuencia muy baja con las toxinas Cry o Cyt, las cinco regiones conservadas de bloque 
típicas de la toxina Cry de tres dominios existen dentro de este grupo (Yamashita et al. 
2005). Sobre la base de esto, La Parasporina-3 probablemente sigue el modelo similar de 
receptor vinculante en las células objetivo (Yamashita et al. 2005; Ohba et al. 2009). 
Se piensa que la PS3 es formadora de poros por el incremento en la 
permeabilidad de la membrana celular de las células de cáncer (Yamashita et al. 2005).  
Figura 5. Predicción de la estructura 
tridimensional de la PS2 (PS2Aa1) 
(Franco 2015).  
 
Dominio I 
Dominio II 
Dominio III 
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3.2.5. Parasporina 4 
La Parasporina-4 (Fig. 7) se aisló a partir de la cepa A1470 (anteriormente 89-T-
34-22) de B. thuringiensis perteneciente al serovar shandongiensis (Lee et al. 
2000,2001). Cuando se digirió con proteinasa K, se aisló una proteína activada de 27 
kDa y mostró una fuerte citotoxicidad contra células de cáncer humanas in vitro, tales 
como MOLT-4, CACO-2 (cáncer de colon humano), Sawano, TCS (cáncer de cuello 
uterino humano) y células HL60 (Lee et al. 2000,2001; Okumura et al. 2005, 
2008,2014; Saitoh et al. 2006). La investigación ha revelado que la Parasporina-4 se une 
inespecíficamente al plasma membranal, formando un complejo oligomérico de poro en 
células diana. Durante este proceso, muestra una actividad independiente del colesterol, 
que es distinta de la Parasporina-2 que requiere colesterol para la actividad citotóxica 
(Kitada et al. 2009; Okumura et al. 2011). Por otra parte, los resultados de la búsqueda 
de PSI-BLAST han presentado que la Parasporina-4 comparte homologías con Cry15Aa, 
α-toxina, aerolisina y İ-toxina en las identidades de secuencia del 24%, 15%, 10% y 
21%, respectivamente.  
Figura 6. Predicción de la estructura 
tridimensional de la PS3 (PS3Aa1) 
(Franco 2015).  
 
Dominio I Dominio II 
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Un espectro de CD de la parasporin-4 reveló que contiene 51% de β-estructura. 
Por lo tanto, la Parasporina-4 podría ser una única β-TFP independiente del colesterol, 
mientras que la identificación del receptor específico y su mecanismo transmembranal 
deben ser abordados (Okumura et al. 2011). 
La PS4Aa1 (Cry45Aa1) (Fig.7) es producida por la cepa A1470 y es una proteína 
de 30 kDa en su forma nativa y de 27 kDa en su forma tóxica como se aprecia en la Fig. 
10 (Okumura et al. 2004). El gen es 828 pb de largo y carece de los cinco bloques de 
secuencias, comúnmente conservados en la mayoría de las proteínas Cry. (Ohba et al. 
2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.6. Parasporina 5 
PS5Aa1 (Fig. 8) se purificó a partir de Bt A1100 con base en su actividad 
citotóxica contra las células T leucémicas humanas (MOLT-4). PS5Aa1 se expresó 
como una proteína precursora inactiva 33,8 kDa y exhibe actividad citotóxica sólo 
cuando se degrada por proteasas en el extremo C-terminal en moléculas más pequeñas 
Figura 7. Predicción de la 
estructura tridimensional de la PS4 
(PS4Aa1) (Franco 2015).  
 
Dominio I 
Dominio II 
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de 29,8 kDa (Ekino et al. 2014). Aunque la PS5 no mostró ninguna similitud 
significativa con otras Parasporinas, sí muestra una similitud no sólo con algunas toxinas 
Cry de Bt sino también para toxinas formadoras de poros tipo  β (TFP-β). δa proteína 
recombinante PS5Aa1 se pudo obtener como una proteína activa sólo cuando se expresó 
en un precursor seguido por el procesamiento con Proteinasa K (Ekino et al. 2014). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.7. Parasporina 6 
Solo se cuenta con un miembro correspondiente: PS6Aa1 (Fig. 9). Es una 
proteína relacionada con la PS1 en varios aspectos. Las protoxinas de PS1 y PS6 
comparten una secuencia conservada en sus primeros 50 aminoácidos y al ser activadas 
por proteólisis, dos de sus tres péptidos generados, conforman un heterodímero tóxico 
(Fig. 10). Además la PS6 posee los tres dominios conservados de Cry y la toxina 
presenta un 56.4% de identidad con las proteínas insecticidas (Nagamatsu et al. 2010). 
Se aisló la Parasporina-6 (toxina CP84) a partir de la cepa M019 de B. thuringiensis, 
puede tener regiones peptídicas adicionales en el tercer dominio. La Parasporina-6 
muestra citotoxicidad preferencial hacia las células HepG2 y Heδa, con Cδ50 a 2,3 μg / 
mδ y 7,2 μg / mδ, respectivamente, que son menores que las concentraciones de la 
Figura 8. Predicción de la 
estructura tridimensional de la 
PS5 (PS5Aa1) 
(Franco 2015). 
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Parasporina-1 y la Parasporina-2 contra sus correspondientes células humanas 
cancerosas (Nagamatsu et al. 2010; Katayama et al. 2005; Ito et al. 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.8. Parasporina de Malasia 
LA cepa de Bt 18 originaria de Malasia es productora de proteínas con actividad 
preferencial hacia células de cáncer y también tiene actividad contra Aedes aegypti 
(Chan et al. 2007; Nadarajah et al. 2006). No cuenta con numeración de PS o Cry ya que 
se desconoce su secuencia aminoacídica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
  
Figura 10. Representación de los fragmentos tóxicos de las principales Parasporinas. 
Figura 9. Predicción de la 
estructura tridimensional de la 
PS6 (PS6Aa1) 
(Franco 2015). 
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3.2.9. Modo de acción 
El modo de acción de las Parasporinas ha sido un tema en discusión a través de 
los años, aunque existe una cantidad variada de literatura al respecto la información con 
la que se cuenta actualmente evidencia que no todas las Parasporinas tienen el mismo 
método de acción sobre las células cancerígenas susceptibles.  
 
3.2.10. Receptores de membrana 
La alta especificidad hacia un solo tipo de célula blanco, parece ser un 
comportamiento típico de las proteínas Cry. Esta característica ha sido ampliamente 
estudiada en Cry plaguicidas y es determinada por la interacción de las toxinas con un 
receptor de membrana específico. El receptor es definido como una molécula, 
generalmente una proteína, que se encuentra en la superficie celular y actúa en el primer 
paso de reconocimiento y unión de la toxina Cry a su célula blanco (Pigott y Ellar 2007). 
La identificación de receptores ha sido un punto poco estudiado en las PS, pero se cree 
que al igual que las Cry plaguicidas, existe una interacción específica de PS-Receptor 
que confiere la especificidad hacia las células de cáncer.  
Para la PS1Aa1, la molécula que actúa como receptor ha sido identificada y 
patentada para su uso como marcador de células susceptibles (Katayama et al. 2011). 
Esta molécula es la beclina-1, que es una proteína que en células normales actúa 
intracelularmente en procesos como la autofagia, desarrollo y apoptosis; pero en las 
células HeLa, fue localizada extracelularmente y es reconocida de manera específica por 
la PS1Aa1 (Zhong et al. 2009; Katayama et al. 2011).  
De igual manera, el receptor para la PS de Malasia fue identificado en células de 
leucemia CEM-SS. Inicialmente se demostró la adhesión y alta afinidad del fragmento 
de 68 kDa hacia la superficie de estas células por marcaje con biotina (Wong et al. 2010) 
y un año después, fue identificado el Gliceraldehído 3-Fosfato Deshidrogenasa 
(GADPH) como la proteína de unión o receptor para esta Parasporina. El GADPH es 
una enzima altamente estudiada, de gran importancia en el metabolismo celular, que en 
años más recientes, también ha sido asociada a procesos de cáncer y muerte celular por 
apoptosis (Tsuchiya et al. 2005).  
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Aunque se desconoce el porqué de la localización de estas moléculas en la 
membrana de las células blanco, y si aún conservan alguna función biológica en este 
estado, su ausencia o baja proporción en la superficie de las células normales, es la razón 
de la poca actividad de las Parasporinas sobre estas. 
 
3.2.11. Apoptosis 
Históricamente las proteínas Cry generan la lisis de las células blanco; sin 
embargo un nuevo mecanismo de acción ha sido descrito para algunas de las Cry anti-
cancerígenas. Este es el caso de la PS1Aa1 y la PS de malasia, en donde es observada la 
inducción de apoptosis en líneas celulares HeLa y CEM-SS (Chan et al. 2007; Katayama 
et al. 2007).  
El modo de acción de la PS1 en células HeLa (Fig. 11) comienza por la unión al 
receptor (beclina 1), seguido por un aumento del Ca2+ intracelular desde los primeros 
minutos de exposición y en consecuencia una disminución de la síntesis global de DNA 
y proteínas. La muerte celular programada es puesta en evidencia a las 8 h por la 
activación de pro-Caspasa 3 y poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP). En este proceso, el 
Ca2+ parece ser un factor importante en el modo de acción, ya que tanto la inhibición de 
Caspasa 3, como del Ca2+ por agentes quelantes o eliminación del medio de cultivo, 
disminuyen considerablemente la actividad de la PS1Aa1 (Katayama et al. 2007, 2011). 
Adicionalmente, en ningún punto fueron detectados cambios en el potencial de 
membrana (Katayama et al. 2007).  
Para la PS de Malasia, la muerte apoptótica inicialmente fue detectada por un 
aumento de células en la fase S, indicando el arresto del ciclo celular. Posteriormente, 
fue confirmada mediante ensayos de Caspasa 3 y estudios morfológicos por microscopía 
electrónica; en donde la activación de Caspasa 3 alcanzó su mayor índice a las 72 h y 
fueron observados los cambios morfológicos típicos de la apoptosis en las células de 
leucemia susceptibles a esta PS (Chan et al. 2012).   
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3.2.12. Necrosis 
El segundo modelo de acción propuesto para las Parasporinas es la necrosis, que 
es resultado de daños irreparables en la membrana plasmática. Este es el clásico 
mecanismo descrito para las proteínas Cry catalogadas como TFP, que en insectos y 
nematodos, lisan las células epiteliales del intestino medio (de Maagd et al. 2003).  
Típicamente, la formación de poros es llevada a cabo mediante los siguientes 
pasos: 1) unión de la toxina monomérica a receptor(es) de membrana específicos, 2) 
segunda unión (irreversible) a receptor(es) y activación del monómero, 3) 
oligomerización de las toxinas, 4) inserción de los oligómeros y formación de los poros 
en la membrana plasmática y finalmente 5) desequilibrio osmótico que da paso a la 
muerte celular (González et al. 2008).  
Para las Parasporinas 2 y 4, se propone la muerte celular por necrosis (Fig. 12), 
apoyada en parte por su estructura tridimensional, altamente similar a β-TFP como la 
aerolisina o citolisina y sustentada por la evidencia experimental (Akiba et al. 2004; 
Mahalakshmi y Shenbagarathai 2010; Okumura et al. 2011). Los datos que se tienen 
sobre la PS2Aa1 en células HepG2, es que se une a la superficie celular en presencia de 
proteínas de membrana, la bicapa lipídica y el colesterol. Posteriormente, forma 
oligómeros resistentes a dodecilsulfato sódico (SDS), de 200 kDa, de manera 
dependiente de la temperatura. Esta oligomerización, no se lleva a cabo en la membrana 
citoplasmática de células poco susceptibles como HeLa o en membranas mitocondriales 
y del retículo endoplásmico (Abe et al. 2005, 2008). Los cambios morfológicos para 
células adherentes HepG2, son la formación de “ampollas” en la periferia celular, dentro 
de los primeros minutos de exposición; hinchamiento a las 2 h; desprendimiento y lisis, 
a partir de las 4 h. Para las células en flotación MOLT-4, los cambios consistieron en 
hinchamiento y vacuolización, sin formación de ampollas. Adicionalmente, estas células 
expuestas a altas dosis de la PS2, no tuvieron activación de Caspasa 3/7 ni 
fragmentación del DNA cromosómico (Ito et al. 2004; Kitada et al. 2006).   
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En cuanto al mecanismo de la PS4Aa1, se ha demostrado su unión en membrana 
lipídica, aunque sin presencia de colesterol (Okumura et al. 2011). Al igual que en la 
PS2, hay formación oligómeros resistentes a SDS, de 90–200 kDa, de forma exclusiva 
en la membrana de células susceptibles. Los cambios morfológicos inducidos en MOLT-
4 y CACO-2, también comienzan desde los primeros minutos. En los primeros 10 min se 
observó condensación nuclear, la cual llegó a su máximo punto 1 h después; 
posteriormente ocurre el hinchamiento de las células a las 2 h aproximadamente, y la 
lisis dentro de las 24 h de exposición (Okumura et al. 2005). Además, para las MOLT-4 
también se han descrito encogimiento nuclear, formación de ampollas en la periferia 
celular y nuclear. Como evidencia sobre la necrosis como modo de acción, se demostró 
la permeabilización de la membrana en las susceptibles mediante la liberación de lactato 
deshidrogenasa (LDH) y la internalización de dextranos de diferentes pesos moleculares. 
Así mismo, no hubo activación considerable de Caspasas 3/7 (Okumura et al. 2011).  
Finalmente, para la PS3, también se sugiere que una muerte necrótica por la 
formación de poros de membrana, dada su estructura y gran relación a las proteínas Cry 
insecticidas. Como evidencia también fue observada una progresiva liberación de LDH, 
que fue inversamente proporcional a la tasa de sobrevivencia de células HepG2 
(Yamashita et al. 2005). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Modo de acción de las Parasporina-1 
(Imagen de Espino-Vázquez 2014). 
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3.3. Ensayos de citotoxicidad 
Diversos estudios se han realizado para demostrar el efecto de las Parasporinas 
sobre células de cáncer, utilizando una variedad de diferentes Parasporinas provenientes 
de distintas cepas de Bacillus thuringiensis, así mismo escogiendo líneas celulares de 
cáncer con diferentes patrones de comportamiento, demostrando el efecto de las 
Parasporinas sobre dichas células, ya que se ha demostrado que la concentración de 
Parasporina necesaria para un efecto citotóxico en una línea celular en particular, difiere 
acorde a la Parasporina, y a su vez las líneas celulares reaccionan de manera diferente a 
la misma Parasporina (Mizuki et al. 2000), por ello, se requiere un análisis comparativo 
entre diferentes cepas productoras de Parasporinas y su efecto sobre las líneas celulares 
con cáncer. 
3.3.1. Primer estudio 
 El primer estudio exhaustivo para demostrar el efecto sobre células de cáncer se 
realizó por Mizuki et al. (1999) donde las inclusiones parasporales de un total de 1.744 
cepas de Bacillus thuringiensis, que constaron de 1.700 aislamientos japoneses y 44 
cepas de tipo de referencia de los serovares existentes, se seleccionaron para la actividad 
citocida contra células T de leucemia humana y actividad hemolítica contra eritrocitos 
de oveja. De 1684  cepas de B. thuringiensis que no demostraron actividad hemolítica, 
42 mostraron citotoxicidad in vitro contra Células T de leucemia. Estas cepas no 
Figura 12. Modo de acción de las Parasporina-2 
(Imagen de Espino-Vázquez 2014). 
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hemolíticas pero toxicas para las células leucémicas pertenecían a distintos serovares 
incluyendo dakota, neoleonensis, shandongiensis, coreanensis y otros serogrupos no 
identificados. 
Dentro de este estudio se enfocaron aún más en las inclusiones parasporales 
purificadas de tres cepas seleccionadas, denominadas 84-HS-1-11, 89-T-26- 17 y 90-F- 
45-14, las cuales no exhibieron actividad hemolítica ni actividad insecticida contra 
insectos dípteros y lepidópteros como suelen actuar las toxinas Cry regulares de Bacillus 
thuringiensis, pero eran altamente citotóxicas contra células T leucémicas y otras células 
cancerosas humanas, mostrando diferentes espectros de toxicidad y niveles de actividad 
variados.  
Además, las proteínas de 84-HS-1-11 y 89-T-26-17 fueron capaces de 
discriminar entre células T normales y leucemia, matando específicamente las células 
anteriores. Estos hallazgos condujeron a la posibilidad del uso de proteínas de inclusión 
de B. thuringiensis con fines médicos.  
Una propiedad inusual, la actividad de reconocimiento de células leucémicas 
humanas, una proteína no insecticida asociada con inclusiones parasporales de un 
aislamiento del suelo de Bacillus thuringiensis (denominada Parasporina en este estudio 
por primera vez) responsable de la actividad fue clonada. La Parasporina, codificada por 
un gen 2,169 pb de largo, fue un Polipéptido de 723 residuos de aminoácidos con un 
peso molecular previsto de 81.045 kDa. La secuencia de la Parasporina contenía los 
cinco bloques conservados comúnmente encontrados en las proteínas Cry de B. 
thuringiensis; Sin embargo, sólo compartiendo una homología muy baja (<25%) entre 
Parasporinas y las clases existentes de proteínas Cry y Cyt se detectaron. La Parasporina 
exhibió actividad citocida sólo cuando se degrada por proteasas en moléculas más 
pequeñas de 40 a 60 kDa. La tripsina y la proteinasa K activaron la Parasporina, 
mientras que la quimotripsina no, la Parasporina activada mostró actividad citocida 
fuerte contra células T humanas leucémicas (MOLT-4) y células de cáncer de útero 
uterino humano (HeLa), pero no contra las células T normales (Mizuki et al. 2000) 
(Tabla II). 
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Tabla II.  Espectro citotoxico de las principales Parasporinas 
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3.3.2. Otros estudios 
Lee et al. (2000) conociendo las actividades insecticidas regulares de B. 
thuringiensis y en comparación con el análisis masivo de Mizuki et al. (1999) 
encontraron en un aislado de Bacillus thuringiensis denominado 89-T-34-22, 
perteneciente al serovar shandongiensis (H22) una producción de proteínas no 
insecticidas y no hemolíticas que cristalizan en inclusiones parasporales de forma 
irregular. Las proteínas mostraron citotoxicidad in vitro a las células humanas, células 
cancerosas, sólo cuando son activadas por un tratamiento con proteasas. En este estudio 
de las líneas celulares analizadas las células T (MOLT-4) leucémicas humanas fueron > 
100 veces más susceptible que HeLa y Celulas T normales  a las proteínas de 89-T-34-
22. La citotoxicidad fue dependiente de la dosis y la concentración efectiva media para 
el MOLT-4 fue de 3,5 mg / ml. La citopatía inducida por las proteínas 89-T-34-22 se 
caracterizó por la notable condensación del núcleo y células balonizadas. Cinco 
principales proteínas parasporales de 89-T-34-22, con masas moleculares en el intervalo 
de 16-160 kDa, compartieron ninguna similitud con las proteínas previamente 
informadas en términos de la secuencia N-terminal, cuyo hallazgo demuestra la posible 
diferencia de las Parasporinas con las toxinas Cry. 
 Continuando en esta línea de investigación Lee et al. (2001) purificaron una 
proteína de 28 kDa que exhibe actividad citocida específica para células T (MOLT-4) 
leucémicas humanas a partir de una inclusión parasporal digerida con proteinasa K de un 
aislado de Bacillus thuringiensis serovar shandongiensis denominado 89-T-34-22.. La 
secuencia N-terminal de la proteína era idéntica a la de la proteína de 32 kDa, 
considerada como protoxina, de las proteínas de inclusión. La concentración efectiva de 
esta proteína fue de 0,23 µg / ml frente a las células MOLT-4 y su actividad específica 
fue 7,9 veces mayor que el de la totalidad de las proteínas de inclusión. La proteína de 
28 kDa indujo citotoxicidad similar a la necrosis frente a células MOLT-4 y el efecto 
citopático con el paso del tiempo se caracterizó por hinchazón celular, aislamiento de la 
membrana nuclear y condensación de la cromatina. 
 Posteriormente se demostró que dicha cepa de B. thuringiensis produce al menos 
dos proteínas con efecto citotóxico contra células de cáncer (Okumura et al. 2004). 
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 Okumura et al. (2005) un año después analizo la cepa A1470 de Bacillus 
thuringiensis encontrando que las proteínas de inclusión parasporales producidas  
presentan una fuerte citotoxicidad contra las células T leucémicas humanas cuando se 
activan por tratamiento con proteasa. Una de las proteínas citotóxicas se separó por 
cromatografía de intercambio aniónico y cromatografía de filtración en gel y se designó 
como Cry45Aa. Su gen se expresó entonces en una Escherichia coli recombinante, en el 
que el precursor Cry45Aa se acumuló en un cuerpo de inclusión. Se solubilizó en buffrt 
de carbonato de sodio y se procesó con proteinasa K, la actividad citotóxica de la 
proteína contra diversas líneas celulares de mamífero fue evaluada utilizando el ensayo 
de bromuro de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H tetrazolio. La proteína exhibió 
una alta actividad citotóxica contra células CACO-2, Sawano, MOLT-4, TCS y HL60 y 
actividad moderada contra células U-937 DE-4, PC12 y HepG2. Por otro lado, los 
valores de CE50 frente a Jurkat, K562, HeLa, A549, Vero, COS-7, NIH3T3, CHO, y 
cuatro células de tejido normales células de hepatocitos primarios, UtSMC, MRC-5 y 
células T normales fueron > 2 µg / mL. 
 Numerosos estudios se han realizado sobre el tema del análisis de las 
Parasporinas producidas por B. thuringiensis, su efecto citotóxico (Namba et al. 2003; 
Katayama et al. 2005; Yamashita et al. 2005; Kitada et al. 2005; Saitoh et al. 2006; 
Uemori et al. 2008; Nagamatsu et al. 2010), su aislamiento, clonación y caracterización 
(Jung et al. 2007; Ekino et al. 2014) así como de su estructura, modo de acción y efecto 
(Katayama et al. 2007; Kitada et al. 2009; Okumura et al. 2011,2014; Xu et al. 2014; 
Brasseur et al. 2015) por lo cual la información presente en el estudio de las 
Parasporinas aporta bases sólidas para su continuación. 
 En años recientes Espino-Vázquez (2014) hizo un estudio utilizando 103 cepas 
de B. thuringiensis de la colección de microorganismos entomopatógenos del Instituto 
de Biotecnología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL. Paralelamente, 
también fueron incluidas las cepas de referencia A1190 (PS1Aa1), A1547 (PS2Aa1), 
A1462 (PS3Aa1, PS3Ab1) y A1740 (PS2Aa2, PS4Aa1), como controles positivos de los 
experimentos. En dicho estudio la actividad biológica de los cristales fue evaluada sobre 
7 líneas celulares para demostrar su efecto citotóxico. En este trabajo fueron detectadas 
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siete cepas de B. thuringiensis productoras de PS, por medio de ensayos de in vitro de 
citotoxicidad y amplificación génica por PCR múltiple. Todas desplegaron actividad 
preferencial contra las diversas líneas celulares de cáncer y baja citotoxicidad hacia 
células normales de piel. Como resultado de la caracterización de las proteínas 
paraesporales, fueron identificadas las siguientes Parasporinas: PS1 (cepas CL9-1, CL9-
3, IB79), PS2 (IB88, CL9-21), PS3 (CL9-21), PS4 (IB84, IB79, CL9-21). Únicamente 
no fue posible la caracterización del tipo de PS presente para la cepa GM18, ya que las 
proteínas de su cristal no mostraron relación con las PS de referencia en ninguna de las 
técnicas empleadas. Con respecto al modo de acción, la evidencia experimental sobre los 
cristales de GM18, CL9-1 y CL9-3 apunta a la inducción de apoptosis en las células de 
leucemia MOLT-4. Mientras que para las cepas restantes, se propone la muerte por 
necrosis, producida por pérdida de la integridad de membrana. Adicionalmente, por 
medio de microarreglos de ADN, se llevó a cabo un estudio más detallado del efecto de 
los cristales de IB84 en células MOLT-4. Mismo que reveló la activación de numerosas 
rutas implicadas en la respuesta celular a toxinas formadoras de poros (TFP). Entre las 
principales figura la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK), señalización por 
calcio, endocitosis e hipoxia. La validación reiteró la regulación de genes de importancia 
en dichas rutas que codifican para ciertos receptores y moléculas de membrana, así 
como algunos ligandos y moléculas de señalización intracelular. Estos resultados 
confirman la presencia de Parasporinas, así como la importancia de proceder al 
aislamiento y caracterización de dichas Parasporinas para análisis más detallados de 
secuenciación y ensayos de proteínas purificadas en líneas celulares de cáncer. 
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4. JUSTIFICACION 
Dentro de la carrera en la investigación contra el cáncer, las PS producidas por 
Bacillus thuringiensis muestran tener un futuro aprovechable en esta línea de 
investigación, sin embargo para el aprovechamiento de estas proteínas se requiere la 
identificación de los diferentes tipos de Parasporinas presentes, su poder citotóxico, su 
modo de acción y su extracción eficiente libre de contaminantes, este trabajo se enfoca 
en una identificación rápida de las PS presentes en cepas de Bacillus thuringiensis así 
como su extracción y purificación para poder ser utilizadas en ensayos en líneas 
celulares cancerosas sin riesgo de contaminación, permitiendo en un futuro estandarizar 
el protocolo y promover el uso de las PS en los estudios contra el cáncer. 
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5. HIPOTESIS 
Las cepas IB84 y GM18 de Bacillus thuringiensis producen algún tipo de 
Parasporinas que pueden ser identificadas, extraídas y purificadas para su 
caracterización. 
 
Los cristales parasporales de las cepas IB84 y GM18 generan PS con actividad 
biológica contra  cáncer humano in vitro. 
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6. OBJETIVOS 
 
6.1. OBJETIVO GENERAL 
Identificar, purificar y caracterizar las PS presentes en cepas de Bacillus 
thuringiensis IB84 y GM18. 
 
6.2. OBJETIVOS PARTICULARES 
 Obtener, solubilizar y activar los cristales paraesporales de las cepas seleccionadas de la 
colección de Bacillus thuringiensis del Instituto de Biotecnología de la Facultad de 
Ciencias Biológicas-UANL. 
 Detectar las posibles PS presentes en los extractos crudos, solubilizados y digeridos, 
usando anticuerpos anti-PS1, anti-PS4 y anti-GM18.  
 Obtener las fracciones donde se presenten las Ps con efecto citotóxico en la línea celular 
con cáncer MOLT-4. 
 Caracterizar los perfiles proteicos de los cristales paraesporales de las cepas 
seleccionadas.  
 Probar las PS en la línea celular MOLT-4. 
 
 
 
 
 
 33 
 
7. MATERIALES Y METODOS 
7.1.  Material Biológico 
7.1.1.  Cepas de Bacillus thuringiensis 
Fueron analizadas dos cepas pertenecientes a la colección de Bacillus 
thuringiensis del Instituto de Biotecnología Facultad de Ciencias Biológicas-UANL, 
mas 2 cepas de control positivo. Para su activación fueron incubadas en agar nutritivo o 
caldo nutritivo durante 72-96 h a 30°C. La producción de cristal se monitoreo por 
observaciones al microscopio óptico. Al detectar la esporulación (>95%) los cultivos 
fueron “raspados” (cajas Petri con agar nutritivo) con 2 ml de agua bidestilada estéril, 
lavados  y transferidos a tubos limpios y mantenidos a 4°C hasta su uso, en el caso de 
caldo nutritivo,  centrifugación a 13,000 rpm por 4 minutos a 4ºC, transferidos a agua 
bidestilada estéril, lavados dos veces y transferidos a tubos limpios y mantenidos a 4ºC 
hasta su uso. Aquellas muestras que no se usaron inmediatamente fueron puestas a 
refrigeración a -20ºC. 
Las cepas fueron conservadas en criogenia a -20°C con 10% de glicerol 
(Sambrook y Russell 2006). Para su monitoreo por microscopio se llevó a cabo frotis 
bacterianos teñidos con cristal violeta y vistos en un aumento de 1,000X en el 
microscopio óptico marca Leica.  
7.1.2. Activación de las inclusiones paraesporales 
Los cristales paraesporales fueron solubilizados y digeridos proteolíticamente 
para su posterior utilización. La solubilización parte de cultivos esporulados en placa o 
matraces con caldo nutritivo, colectados y lavados con agua bidestilada dos veces (en 
este paso se tomaron muestras para la inmunodeteccion) y re-suspendidos en buffer de 
carbonatos pH 10.0 (50 mM NaCO3; 10 mM DTT; 1 mM EDTA pH 8.0). Las muestras 
fueron incubadas 60 min a 37 °C y, posteriormente, se llevó a pH 8.0 con HCl o NaOH 
1N (se tomaron alícuotas nuevamente en este paso).  
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De manera paralela, se procedió a utilizar un protocolo de purificación de 
cristales de Bacillus thuringiensis mediante la implementación de hexano, acorde a lo 
expuesto por Mounsef et al. (2014), dicho protocolo toma ventaja de las características 
hidrofóbicas de las esporas de Bt para poder separarlas de los cristales parasporales y 
restos celulares, de manera general se inició con el cultivo de la cepa deseada hasta 
observar la autolisis y la consecuente aparición de esporas en los frotis realizados, 
después de esto se centrifugo a 10000 rpm a 4 °C por 10 minutos para recuperar todo el 
producto suspendido en el medio, se lavó el pellet con una solución de 5 mL de NaCl 1 
M conteniendo 0.01% de Triton X-100, después del lavado el pellet se suspendió en 5 
mL de una solución salina (NaCl 3%) con el fin de aumentar las interacciones 
hidrofóbicas de la espora y el solvente orgánico, después de este punto, se adiciono el 
solvente orgánico Hexano ( Éter etílico o diclorometano también son opciones viables) 
en un radio de menos o igual al 10% (133 µL de hexano/mL de suspensión celular) para 
minimizar el riesgo de alterar los cristales, esta suspensión se sónico a 100W por 10 
minutos para disipar los aglomerados, posteriormente la solución se centrifugo 
nuevamente a 10000 rpm a 4 °C por 10 minutos, el resultado de esta centrifugación es la 
creación de dos fases liquidas visibles, en el fondo del recipiente se encuentran los 
cristales parasporales y en la unión de las dos fases, estan las esporas y el resto de 
materia celular, se extrajo este contenido y se decantó la solución, procurando eliminar 
la mayor cantidad de esporas y restos celulares en el proceso, el pellet se resuspendio en 
solución salina (NaCl 3%) y se adiciono de nuevo el solvente orgánico, con su 
subsecuente sonicacion, este procedimiento se repitió de tres a cuatro veces hasta no 
encontrar más restos celulares y esporas en la separación de fases de la solución y los 
cristales paraesporales se concentran en el fondo, el pellet resultando se lavó dos veces 
con agua destilada fría (4 °C) y transferidos a tubos limpios y mantenidos a 4ºC hasta su 
uso. Aquellas muestras que no se usaron inmediatamente fueron puestas a refrigeración 
a -20ºC. 
La activación consistió en digerir las muestras solubilizadas con 10 μg/μl de 
proteinasa K (Sigma-Aldrich) incubadas 120 min a 37 °C. La reacción fue detenida con 
Floruro de fenilmetrilsulfonilo (PMSF) 1 mM. Las esporas contenidas en cada uno de 
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los extractos fueron eliminadas por centrifugación a 12,000 rpm por 30 min, a través de 
membranas de nitrocelulosa con tamaños de poro de 0.45 µm y 0.2 µm y diálisis en 
membrana con tamaño de poro de 30 kDa o 12 kDa dependiendo la cepa (Se tomaron 
igualmente alícuotas en este paso para la detección con anticuerpos).   Todas las 
muestras finales se concentraron hasta alcanzar una concentración de 1 mg/ml en un 
concentrador CentriVap Benchtop Vacuum a 40°C. 
La determinación de la concentración de proteína se llevó a cabo de acuerdo a lo 
descrito por Bradford (1976). Las muestras se guardaron hasta su uso a -20°C rotulados 
en tubos Corning.  
7.2.  Geles de poliacrilamida 
El perfil de proteínas paraesporales fue verificado en geles de poliacrilamida al 
10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Laemli 1971). Los geles fueron 
teñidos con azul de Coomassie R-250 (Biorad) y desteñidos durante la noche con agua 
bidestilada o durante una hora con solución de destincion.  
Los geles fueron fotodocumentados en un densitómetro GS-800 (Biorad) y las 
imágenes analizadas usando el programa QuantityOne (Biorad). A partir de estos geles 
se tomaron muestras para su posterior análisis y secuenciación. 
 
7.2.1. Geles de dos dimensiones 
Para el perfil de proteínas parasporales en geles de dos dimensiones, las  
condiciones IEF (Tabla III) fueron las siguientes: Muestra de la cepa IB84 (75 µg)  y 
GM18 (100 µg) precipitadas con 3V acetona y resuspendidas en 130ul de buffer 
rehidratación desnaturalizante con 0.4ul de buffer IPG 3-10. La hidratación activa se 
hizo en tiras ReadyStrip™ IPG (Biorad) de 7 cm,  con las muestras se colocaron en el 
buffer de equilibrio por 30 minutos, para el equilibrio se realizaron las siguientes 
indicaciones: 15 minutos de equilibrio con DTT (5 ml del buffer de equilibrio y 0.1 g de 
DTT), se enjuago con agua miliQ, después 15 minutos con buffer de equilibrio y 
iodoacetato (5 ml de buffer de equilibrio y 0.12 gramos de iodoacetato)  se enjuago con 
agua miliQ varias veces y se colocó en geles de poliacrilamida al 12% copolimerizado 
con gelatina al 0.2%, estos geles se corrieron a 60 mAmp a 4° C, al final se tiñeron con 
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azul de Coomassie R-250 y desteñidos durante la noche con agua bidestilada o durante 
una hora con solución de destincion. Los geles fueron fotodocumentados en un 
densitómetro GS-800 (Biorad) y las imágenes analizadas usando el programa 
QuantityOne (Biorad). A partir de estos geles se tomaron muestras para su posterior 
análisis y secuenciación. 
Tabla III. Condiciones IEF. 
Fase V tiempo V/h Rampa 
1 250 20min - Lineal 
2 4000 2h - Lineal 
3 4000 - 10000 Rapida 
Rehidratación: 15h/ pasiva/ 10℃ 
 
7.3.  Inmunodetección 
Se inició la inmunodetección por “Dot Blot”, con los anticuerpos proporcionados 
por el Dr. Shiro Okumura del Biotechnology and Food Research Institute, Fukuoka 
Industrial Technology Center y los anticuerpos policlonales anti-GM18 levantados en 
conejo, proporcionados por la Dra. María Magdalena Iracheta del Instituto de 
Biotecnología. Los anticuerpos policlonales de conejo anti-PS1 y anti-PS4, fueron 
levantados contra los cristales solubilizados de la cepa A1190 (protoxina PS1) y los 
cristales digeridos y purificados de la cepa A1470 (toxina PS4).  
 El "Dot Blot" se realizó como alternativa rápida al inmunoensayo por 
"Western Blot". El procedimiento es el mismo que el de la técnica en gel, la diferencia 
radica en que en la muestra se coloca directamente sobre la membrana (nitrocelulosa)  y 
no se requiere gel de poliacrilamida ni su transferencia. Para esto, se colocaron las 
muestras con una concentración de ≥1 μg/μl en las membranas de nitrocelulosa.  Se 
dejaron secar las membranas aproximadamente 30 min. Las membranas fueron 
bloqueadas con TBST 20 al 2% por 15 min, después lavadas dos veces con TBS por 5 
min en agitación. Los anticuerpos fueron agregados en diferentes disoluciones e 
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incubados por 1 h a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente, se lavaron dos 
veces con TBST al 0.05% por 5 min cada una.  Agregamos el conjugado Anti-IgG de 
conejo acoplado con fosfatasa alcalina a una disolución 1:1000 (Sigma-Aldrich, A3812) 
e incubamos por 1 h a temperatura ambiente en agitación.  Posteriormente, retiramos el 
conjugado y las membranas fueron lavadas con Buffer TBST dos veces cada una de 5 
min. Se dejaron escurrir las membranas para retirar el exceso de buffer de lavado y se 
agregó la solución cromogénica NBT-BCIP (Sigma B3804). Por último, el resultado 
positivo da una señal visualizando círculos de color morado. Para detener la reacción se 
añadió agua bidestilada. 
7.4. Cromatografía de intercambio aniónico 
Para el buffer de intercambio, una muestra de solución de las inclusiones 
paraesporales de B. thuringiensis tratadas con proteinasa K fue pasada a través de una 
columna de agarosa contra un buffer de  Tris-HCl 50 mM (pH 9.0) con EDTA al 1 mM. 
La muestra fue después clarificada por centrifugación a 15000g a 4 °C por 10 min. El 
precipitado fue sujeto a una cromatografía de intercambio aniónico en una columna 
HiTrap Q FF (1 ml, 7 × 25 mm) y HiTrap Q XL (1 ml, 7 × 25 mm)   (GE Healthcare 
Life Sciences) a un radio de flujo de 2 mL/min a 4 °C. La proteína fue eluida con un 
gradiente en incremento de NaCl en una concentración de 0 a 1.0 M en el mismo buffer 
que fue descrito anteriormente, los datos fueron analizados con el BioLogic LP (Bio-
Rad), 1 mL de cada fracción fue recolectada con el 2110 Fraction collector para su 
posterior caracterización.  
 
7.4.1. Cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) 
La muestra de solución de las inclusiones parasporales de B. thuringiensis (cepa 
Gm18) después de haber sido filtrada con una membrana de 0.2 µm fue cuantificada en 
el equipo NanoDrop 2000c y 100 µl fueron ingresados en el equipo HPLC AGILENT 
1200SERIES-1100SERIES/C. Gases Agilent 7890 acoplado a una columna c18 300SB, 
se utilizaron las siguientes fases para la separación de proteínas; Fase A: 
TFA/CH3CN/H2O (0.1/10/90), y Fase B: TFA/CH3CN/H2O (0.1/90/10) posteriormente 
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las fracciones donde se observó señal fueron extraídas y corridas en geles de 
poliacrilamida para su caracterización. 
 
7.4.2. Nano cromatografía liquida acoplada a espectrómetro de masas en tándem 
(Nano LC-MS/MS) y MALDI-TOF/TOF 
 Muestras de las proteínas activadas fueron extraídas de bandas provenientes de 
geles de poliacrilimida y transferidas a tubos Ependorf con 50 ul de agua grado 
proteomica para su análisis en NANO LC-MS/MS y MALDI-TOF/TOF servicio 
prestado por Applied Biomics.   
Como resultado se obtiene un informe detallado del análisis de las muestras 
comparado contra la base de datos de Bacillus thuringiensis, en el cual se obtienen datos 
como la clave de la proteína en la base de datos, el peso molecular, el puntaje de la 
proteína, el número de emparejamientos con secuencias en nuestra muestra, el valor de 
iones idénticos, así como el péptido encontrado y su secuencia en aminoácidos. 
 
 
7.5. Análisis de secuencias, determinación y modelaje de la estructura terciaria y 
tridimensional 
A partir de las secuencias de aminoácidos encontradas, se procedió a realizar un 
análisis comparativo con otras proteínas Cry o Parasporinas así como la determinación y 
el modelaje de la estructura de las proteínas en sus formas nativas y activas, para ello se 
utilizó el servidor de PredicProtein (Yachdav et al. 2014), RaptorX (Peng y Xu 2011a, 
2011b; Ma et al. 2013; Kallberg et al. 2012)  y el programa UCSF Chimera (Pettersen et 
al. 2004). 
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7.6 Bioensayos 
7.6.1 Línea celular 
La actividad biológica de los cristales fue evaluada sobre la línea celular MOLT-
4, la cual fue adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC) y conservada 
en criogenia a -70°C con 5% de DMSO (Tabla IV). Para su activación y propagación 
fueron utilizados los medios de cultivo recomendados por la ATCC y mantenida en 
incubación a 37°C con 5% de CO2. 
 
 
Tabla IV. Información de la línea celular del estudio. 
No. ATCC Nombre Organis
mo 
Morfología/
Tejido 
Propiedades Enfermedad Medio de 
cultivo a 
CRL-1582  MOLT-4  Homo 
sapiens  
Linfoblasto/
Sangre  
Suspensión  Leucemia 
linfoblástica 
aguda  
RPMI-1640  
aTodos los medios de cultivo fueron suplementados con 10% de Suero Fetal Bovino.  
RPMI: Medio del Instituto Roswell Park Memorial.  
 
 
 
7.6.2. Ensayos de efecto citopático 
Las proteínas activadas fueron probadas contra la línea celular en placas de 96 
pozos, incluyendo los respectivos controles como se describe en la tabla V. Todas las 
placas de los ensayos fueron incubadas por 24 h o 48 h a 37 °C en incubadora con 5% de 
CO2. 
 
Tabla V. Componentes para los ensayos de citotoxicidad. 
 
Componente Células (En medio 
RPMI) 
Medio con cristales 
(RPMI, MEM 2X) 
Células sin tratamiento 200 μl  0 μl 
Células + Cristales activados 
de nuestras cepas (5μg)  
100 μl  100  μl 
Medio de cultivo sin células   200  μl   
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7.6.3. Conteo Directo 
El conteo de las células viables fue directo en cámara de neubauer, usando el azul 
de tripano como colorante vital, para la diferenciación de las células vivas de las 
muertas. Para el cálculo del número de células fue empleada la ecuación 1. Mientras que 
el porcentaje de sobrevivencia fue estimado en base al conteo de células sin tratamiento 
(testigos) como el 100 %, con la ecuación 2. 
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8. RESULTADOS 
8.1. Caracterización morfológica 
La producción de cristales paraesporales fue constantemente monitoreada en los 
cultivos de las cepas seleccionadas desde su inoculación hasta la liberación del cristal 
paraesporal. Las muestras de la cepa IB84 y GM18 sintetizaron el cristal paraesporal a 
las 48 horas y 72 horas respectivamente.  
Las características morfológicas externas de las cepas crecidas en agar nutritivo 
obtenidas en la presente investigación determina que las colonias tienen forma circular, 
con borde irregular, perfil plano y color marfil claro o crema, su textura es seca y cerosa, 
apreciándose en colonias maduras donde su círculo central posee una superficie de 
apariencia más brillante y lisa que el halo externo, debido probablemente a la 
esporulación de las células centrales, más adelantadas en el ciclo de crecimiento (Fig. 
13). 
Al microscopio se observó el cristal de forma irregular para las cepas IB84 y 
GM18, con esto se reafirma lo reportado por  Espino-Vázquez (2014), un bacilo 
esporulado que durante el proceso de esporulación produce una inclusión paraesporal 
formada por uno o más cuerpos cristalinos de naturaleza proteica. El cristal de la cepa 
IB84 fue difícil de caracterizar debido al tamaño y baja proporción con respecto a la 
cantidad de esporas.  
Los cristales vistos al microscopio óptico tuvieron formas irregulares muy 
pequeñas, frecuentemente se encuentran adheridos a uno de los polos de la espora. En el 
caso de la cepa IB84, Espino-Vázquez (2014) apoyándose de microscopía electrónica 
reveló cristales irregulares ligeramente alargados, igualmente, localizados hacia un polo 
de la espora (Fig. 14). Aunque esta cepa se cree codifica para la PS4, sus cristales fueron 
muy diferentes a los de la cepa de referencia A1470, que en la literatura también están 
reportados como irregulares (Lee et al. 2000). 
Por otra parte, los cristales de la cepa GM18 fueron más peculiares. Mientras que 
al microscopio óptico, los cristales de la cepa GM18 mostraban formaciones como de 
gotas de agua de tamaño medio; por microscopía electrónica de barrido, los cristales 
revelaron formas cóncavas irregulares (Fig. 14) una morfología cercana a la piramidal.  
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Figura 13. Crecimiento en placa con agar nutritivo.  
Cepa GM18(A), Cepa IB84 (B). 
Figura 14. A) Bacillus thuringiensis (células vegetativas, células esporuladas 
y esporas libres) (B y C, Imagen tomada de Espino-Vázquez, 2014). 
B) Cepa IB84 en microscopia electrónica de barrido, C: Cristal, E: Espora. 
C) Cepa GM18 en microscopia electrónica de barrido, C: Cristal, E: Espora. 
 
Se hace mención además que para esta cepa los cristales han sido reportados 
como triangulares, vistos por microscopía electrónica de transmisión (Rodriguez-Padilla 
et al. 1990), sin embargo se puede apreciar la forma piramidal cóncava en las imágenes 
por microscopia electrónica de barrido. 
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8.2. Perfiles proteicos. 
El análisis de los perfiles proteicos de los cristales paraesporales fue llevado con 
las siguientes objetivos en mente: 1) monitorear la correcta activación de los cristales, 
para garantizar su actividad en los ensayos de citotoxicidad, 2) la caracterización de los 
perfiles de las proteínas mayoritarias solubilizadas y activadas, para definir sus tamaños 
moleculares y 3) análisis comparativo con las PS de referencia. 
 
8.2.1. Cuantificación proteica. 
El método que se utilizó durante esta investigación fue a través de Bradford el 
cual se basa en este principio: se emplea un colorante hidrofóbico cuyas disoluciones 
acuosas en presencia de ácido Fosfórico tienen un color pardo y que, al encontrarse en el 
entorno hidrofóbico del interior de una proteína, origina un color azul intenso que se 
puede medir fácilmente. Este método depende, pues de la interacción relativamente 
inespecífica entre un colorante hidrofóbico y las proteínas, por lo que es relativamente 
sensible a la presencia de contaminantes tales como restos de detergente y líquidos 
orgánicos como el metanol (Bradford 1976). Su principal ventaja es que resulta más 
rápido y fácil de emplear que otros métodos alternativos, y más sensible que la medida 
de absorbancia a 280 nm. 
Durante la realización de las cuantificaciones los resultados abordaban amplios 
rangos desde 0.2 mg/ml hasta 6 mg/ml dependiendo sobre la cantidad de inoculo inicial, 
si la muestra provenía de caja Petri o matraz así como los diferentes procesos de 
purificación (Tabla VI), por lo cual se decidió estandarizar todas las muestras a 1 mg/ml 
de proteína y de ahí partir para todos los análisis correspondientes. 
 
8.2.2. SDS-PAGE 
El proceso de solubilización y activación de nuestro estudio fue comparado con 
los perfiles proteicos de los cristales solubilizados y digeridos reportados en la literatura 
(Kim et al. 2000, Lee et al. 2000, Mizuki et al. 2000, Yamashita et al. 2000). 
Básicamente fueron observados si bien patrones y pesos moleculares parecidos a la PS4 
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en la Parasporina presente en la cepa IB84 aún se encuentra en controversia acerca de si 
es o no la misma Parasporina (Espino-Vázquez 2014, Ruiz-García 2015). 
Tabla VI. Cuantificación de proteínas con absorbancia a 595 nm. 
BSA 
mg/mL 
A595nm PROMEDIO [mg/mL] 
Blanco 0.000 0.000 0.000 0.000 0.201 
0.25 0.070 0.075 0.068 0.071 0.215 
0.5 0.182 0.173 0.180 0.178 0.522 
0.75 0.258 0.254 0.271 0.261 0.759 
1 0.343 0.351 0.368 0.354 1.026 
1.25 0.428 0.438 0.410 0.425 1.230 
1.5 0.559 0.508 0.480 0.516 1.489 
muestra1 0.066 0.061 0.085 0.071 0.214 
muestra2 0.087 0.067 0.085 0.080 0.240 
muestra3 0.081 0.078 0.054 0.071 0.215 
 
Tabla VII. Curva de calibración para la cuantificación de proteínas. 
 
 
Por otra parte la Parasporina presente en la cepa GM18 no parece tener relación 
aparente con otras Parasporinas debido a su peso como protoxina. Aunque se observaron 
una mayor cantidad de bandas minoritarias en los extractos crudos y solubilizados estos 
fueron eliminados por los procesos de purificación resultando en una solución con  las 
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PS purificadas. En la Figura 15 se resaltan los fragmentos tóxicos de las toxinas activas 
y sus respectivos pesos moleculares (GM18 e IB84).  
La cepa IB84 expuso proteínas de tamaños cercanos a los esperados para la 
protoxina y PS4 activa; sin embargo, no se igualó a la cepa A1470, ya que esta cepa 
además de la PS4Aa1, también sintetiza PS2Aa2 (Espino-Vázquez 2014).   
En cuanto a la cepa GM18, cuyo tipo de PS no ha sido establecido, presento 
patrones de proteínas nativas y solubilizadas que no se pudieron relacionar a ninguna de 
las PS reportadas. Por otra parte, los perfiles en estado activo tuvieron dos bandas 
principales de 38 y 26 kDa, que pudiera compararse con otras Parasporinas. En la Figura 
15 puede observarse en ambos casos las bandas de proteinas, cuya densidad y peso 
molecular también pudiera estar relacionado a algún tipo de PS.  
En la Figura 15, se puede observar que las soluciones de extractos crudos y 
solubilizados suelen tener otras bandas minoritarias de proteínas, el proceso de 
purificación erradica estas bandas de proteínas no deseadas y permite tener la certeza 
que al realizar los bioensayos, será la Parasporina y solo la Parasporina la que 
interaccionara con las células y provocara el efecto citotóxico, en las Figuras 16 (IB84) y 
17 (GM18) es mostrado las Parasporinas tanto de la cepa GM18 como de la cepa IB84 
en su estado purificado. 
Se hace hincapié en las diferencias en rendimientos de proteína total obtenidas al 
final de la activación de nuestras cepas y las de referencia. Como recomendación del Dr. 
Eiichi Mizuki, la activación se hizo a partir de cultivos esporulados en medio sólido, 
crecidos en cajas Petri de 100 x 15 mm. La cepa GM18 mostro rendimientos de 1 mg de 
proteína total a partir de 3 cajas Petri. Mientras que en la cepa IB84, donde se requirió 
hasta 10 cajas para lograr la concentración de 1 mg, debido a esto se optó por cambiar de 
cajas Petri a matraces de 1 litro con 250 ml de caldo nutritivo para cada cepa y de ahí 
obtener las proteínas que posteriormente serian purificadas para los experimentos 
posteriores. El rendimiento observado para las cepas, incluidas las de referencia estuvo 
estrechamente relacionado al tamaño de los cristales paraesporales, ya que las cepas de 
menor rendimiento también fueron las productoras de los cristales más pequeños, 
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Figura 15. Perfiles proteicos de los cristales de las cepas IB84 y GM18.  
M: marcador de peso molecular (225-10 kDa); P: Protoxina; D: proteínas 
activadas. Las flechas rojas señalan las protoxinas y las negras los posibles 
fragmentos tóxicos. 
Figura 16. Proteína purificada de la cepa IB84. 
Carril 1: marcador de peso molecular 
Carril 4-9: Protoxina purificada de la cepa IB84. 
mientras que las que tuvieron los cristales más grandes fueron con las que se recuperó la 
mayor cantidad de proteína final. 
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Figura 17. Proteína purificada de la cepa GM18. 
A) Carril 1: marcador de peso molecular, Carril 2 y 3: Proteína pura  de la cepa GM18, 
Carriles 4-6: Proteinas totales de la cepa GM18 , Carril 7 y8: Proteína pura  de la cepa 
GM18 
 
B) Carril 1: marcador de peso molecular Carriles 2-9: Protoxina GM18. 
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8.2.3. SDS-PAGE Bidimensional (2D) 
 Los geles bidimensionales se corrieron para los cristales solubilizados de las 
cepas IB84 y GM18. Al ser muestras separadas por peso molecular anteriormente, se 
encontraron spots particulares al menos concernientes a esta característica, sin embargo 
se encontraron muchas proteínas del mismo peso molecular y diferente punto isolectrico 
(pI).  
La visualización y conteo de los “spots” (puntos o manchas de proteínas) para las 
proteínas de las cepas IB84 y GM18, dieron los siguientes resultados. Para los cristales 
solubilizados de la cepa GM18, hubo un spot mayoritario entre los 150 y 100 kDa con 
un pI estimado de 4.7 (Fig. 18). La protoxina de GM18 tiene un peso de alrededor de 
110 kDa (Espino-Vázquez 2014) es claro que este spot mayoritario contiene la protoxina 
de interés y otras proteínas.  
Por otra parte, el perfil de los cristales de IB84 muestra un spot mayoritario entre 
los 50 y 37 kDa con un pI estimado de 5.5, la protoxina de IB84 esta reportada con un 
peso alrededor de los 38 kDa por lo cual este spot tiene una alta probabilidad de 
contenerla, dicha Parasporina comparte atributos similares a los de la PS4, en su forma 
de protoxina  y toxina activa (Fig. 18). Como se mencionó anteriormente, en las 
proteínas solubilizadas se apreciaron varios spots consecutivos con los mismos pesos 
moleculares pero distintos pI (Fig. 18). 
De acuerdo a la literatura, la protoxina correspondería al spot de pH 5.9. Sin 
embargo no se descartan las demás proteinas con el mismo peso molecular pero 
diferente pI como protoxina, debido a que a lo largo de la caracterización de los cristales 
de IB84, hemos encontrado diferencias importantes con la cepa de referencia y la 
evidencia experimental apunta hacia la presencia de una PS4 distinta a la reportada.  
Tanto de los geles de una dimensión como de los de dos dimensiones se cortaron 
secciones del gel donde se contenían tanto las proteinas activadas (Fig. 19A) así como 
las protoxinas (Fig 19B) para su análisis por medio de Nano cromatografía liquida 
acoplada a espectrómetro de masas en tándem (Nano LC-MS/MS) para las toxinas 
activas  y MALDI-TOF/TOF en el caso de las protoxinas. 
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Figura 18. Gel 2D de las protoxinas de las cepas IB84 y GM18. 
Spot 1: Protoxina GM18, Pm: 110 kDa, pI: 4.7 
Spot 2: Protoxina IB81, Pm: 38 kDa, pI: 5.5 
Figura 19. Muestras extraídas para el análisis Nano LC-MS/MS y MALDI-
TOF/TOF. 
A) Proteínas para análisis Nano LC-MS/MS 
B) Proteínas para análisis MALDI-TOF/TOF 
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8.3. Inmunodetección 
Para la técnica  en gota  fue empleada a una concentración de 5μg por muestra. 
La cepa a analizar junto a su cepa de referencia se sometió contra anti-PS1 y anti-PS4 
por separado. 
Se realizaron Dot Blots con muestras en concentraciones de 1 a 5 μg de la misma 
cepa para determinar las concentraciones mínimas en las que el anticuerpo puede seguir 
detectando. Para el antisuero anti-PS1 se usó una disolución 1:10,000 y para el anti-PS4 
de 1:5,000.  
El método confirmativo para el mantenimiento de la toxina a través de todos sus 
procesos de purificación se realizó sobre la cepa GM18 de la cual se tienen anticuerpos 
policlonales hacia la protoxina, se realizaron toma de muestras en extractos crudos, 
solubilizados, purificados y digeridos para confirmar la señalización de la proteína 
durante la purificación, en cuales los resultados dieron positivos para todos los pasos. 
(Fig. 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Dot Blots con anticuerpos Anti-GM18 (S y A) sobre las muestras de la cepa 
GM18 durante su purificación. 1: Extracto crudo, 2: Extracto solubilizado, 3: Extracto 
purificado, 4: Extracto digerido. Control: Extracto de la cepa IB84 y BSA. 
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8.4. Cromatografía 
El análisis cromatografíco se llevó a cabo con las soluciones solubilizadas de las 
muestras debido a que se deseaba observar los patrones iniciales de señalización de 
proteínas de la cepa antes de la purificación y posteriormente se analizó el patrón 
reflejado en las muestras donde se encontraba únicamente la Parasporina de interés. 
 
8.4.1. Cromatografía de intercambio aniónico. 
Las proteínas fueron pasadas a través de una columna de intercambio aniónico Hi 
Trap Q FF (1 ml, 7 × 25 mm)   o Hi Trap Q XL (1 ml, 7 × 25 mm)  contra un buffer de  
Tris-HCl 50 mM (pH 9.0) con EDTA al 1 mM a un radio de flujo de 2.0 mL/min a 4 °C. 
La proteína fue eluida con un gradiente en incremento de NaCl en una concentración de 
0 a 1.0 M en el mismo buffer que fue descrito anteriormente, 1 mL de cada fracción fue 
recolectada para su posterior caracterización. 
La muestra proveniente de la cepa GM18 presenta un patrón característico de dos 
señales altas de proteínas independientemente de la muestra ingresada o la concentración 
en la que se encuentra, estas dos señales se ubican en la fracción 27 (Tiempo: 13.5 min, 
Concentración: 202 mM NaCl) y  fracción 46 (Tiempo: 23 min, Concentración: 690 mM 
NaCl) (Fig. 21). 
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Al realizar la posterior caracterización en geles de poliacrilamida se confirma que  
la fracción 27 (Tiempo: 13.5 min, Concentración: 202 mM NaCl) es la que contiene la 
proteína de interés (Fig. 24B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
 
 
Figura 21. Cromatografía de intercambio aniónico de la cepa GM18. 
Eje X: Tiempo y Fracciones recolectadas. 
Eje Y izquierdo: Absorbancia a 280 nm. 
Eje Y derecho: Conductividad (milisiemens/centímetro). 
Línea azul: Señal de proteínas. Línea roja: gradiente de NaCl. 
Fracción 27 
Fracción 46 
Fracción 27 
Fracción 46 
 53 
 
En el caso de la cepa IB84 esta presento tres señales altas de proteínas; fracción 
26 (Tiempo: 13 min, Concentración: 195 mM NaCl), fracción 42 (Tiempo: 21 min, 
Concentración: 630 mM NaCl) y fracción 48 (Tiempo: 24 min, Concentración: 949 mM 
NaCl), la proteína de interés en esta cepa se encuentra presente en la fracción 26 (Fig. 
22). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 22. Cromatografía de intercambio aniónico de la cepa IB84. 
Eje X: Tiempo y Fracciones recolectadas. 
Eje Y izquierdo: Absorbancia a 280 nm. 
Eje Y derecho: Conductividad (milisiemens/centímetro). 
Línea azul: Señal de proteínas. Línea roja: gradiente de NaCl. 
Fracción 26 
Fracción 34 
Fracción 26 
Fracción 42 
Fracción 48 
Fracción 48 
Fracción 42 
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Después de los procesos de extracción y purificación, muestras de la protoxina 
fueron analizas en el cromatógrafo para confirmar la fracción de interés así como 
observar las diferencias de patrones en comparación con la solución de proteínas totales, 
estos resultados pueden observarse en la Fig. 23. 
 
 
 
 
 
Figura 23. Cromatografía de intercambio aniónico de la cepa IB84 purificada (A) 
y cepa GM18 purificada (B). 
Eje X: Tiempo y Fracciones recolectadas. 
Eje Y izquierdo: Absorbancia a 280 nm. 
Eje Y derecho: Conductividad (milisiemens/centímetro). 
Línea azul: Señal de proteínas. Línea roja: gradiente de NaCl.
Fracción 26 
Fracción 27 
A 
B 
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8.4.2. Cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) 
El análisis por HPLC fue realizado en el Centro de Biotecnología Genómica, del 
Instituto Politécnico Nacional en Reynosa, Tamaulipas. 15 corridas en total de 100 µl de 
muestra de la cepa GM18 por corrida fueron comparadas entre si utilizando BSA 
(albumina sérica bovina) como control, sin embargo los tiempos de retención se 
registraron en un tiempo muy corto (Tiempos de retención: Pico 1:1.66 min., Pico 2:1.84 
min., Pico 3: 2.26 min., Pico 4: 9.10 min., Pico 5: 14.9 min. y Pico 6: 22.51 min.,  
Control: BSA Pico 4: 9.10 min.) (Fig. 24), por lo cual las señales de proteínas se 
encuentran muy cerca unas de otras lo no se puede considerar una separación correcta, 
ya que al realizar la caracterización de los picos por geles de poliacrilamida se observó 
que nuestra proteína de interés se encuentra en el pico 2 (1.84 min) junto con otras 
proteínas de la solución.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) de la cepa GM18. 
Eje X: Tiempo, Eje Y: Absorbancia a 280 nm. 
Tiempos de retención: Pico 1:1.66 min., Pico 2:1.84 min., Pico 3: 2.26 min.,  
Pico 4: 9.10 min., Pico 5: 14.9 min. y Pico 6: 22.51 min.,  Control: BSA Pico 4: 9.10 
1 
2 
3 4 (BSA) 
5 
6 
 56 
 
8.4.3. Nano cromatografía liquida acoplada a espectrómetro de masas en tándem 
(Nano LC-MS/MS) y MALDI-TOF/TOF 
 
8.4.3.1. MALDI-TOF/TOF 
 Los resultados del análisis de MALDIT-TOF/TOF exponen un listado de 10 
proteínas con similitud de secuencias en comparación a las encontradas en la muestra 
problema, la proteína listada con el número 1, es aquella que demostró tener una 
mayoría de características iguales al de la muestra problema, en el caso de la muestras 
extraídas a partir del gel bidimensional en el cual se corrieron las protoxinas de las cepas 
IB84 y GM18 se obtuvieron resultados alejados a los esperados. 
 La muestra de la cepa GM18 caracterizo para una dehidratasa del ácido amino 
levulínico de Bacillus thuringiensis (Fig. 25A) con un peso aproximado de 20 kDa y un 
pI de 5.0, además de un calidad de emparejamiento con nulo grado de confianza, 
características completamente diferentes a lo esperado para la protoxina de 110 kDa.
 En el caso de la muestra de la cepa IB84 caracterizo para una quitosanasa (Fig. 
25B) con un peso aproximado de 50 kDa, un pI de 8.5 y una calidad de emparejamiento 
de alto grado de confianza, de igual forma, propiedades no esperadas para la protoxina 
de 38 kDa. El spot mayoritario del cual se tomó la muestra se encuentra algo extendido 
entre la sección de 50 kDa y 37 kDa en el gel de poliacrilamida, este pudo ser uno de los 
factores que pudo afectar el análisis de la muestra, de igual forma se ha demostrado que 
la cepa IB84 contiene proteínas del mismo peso molecular de 38 kDa comparadas con la 
protoxina y en las cuales lo que difiere es su pI. 
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Figura 25. Análisis MALDI-TOF/TOF 
A) Muestra de la cepa GM18 
B) Muestra de la cepa IB84 
 
A 
B 
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8.4.3.2. Nano LC-MS/MS 
 Parecido al análisis por MALDI-TOF/TOF los resultados del análisis por Nano 
LC-MS/MS se exponen como un listado con de proteínas con secuencias idénticas a las 
encontradas en la muestra problema, el tamaño de la proteína, el número de secuencias 
idénticas y los aminoácidos que las conforman. 
 De las proteínas listadas para la muestra de 38 kDa de la cepa GM18, aquella que 
tuvo mayor cantidad de secuencias idénticas, únicas para la proteína y de primer rango 
fue la proteína insecticida Cry1Jb de Bacillus thuringiensis con 5 secuencias idénticas en 
ambas proteínas (Fig. 26A), aunado a esto, en la muestra de 28 kDa de la cepa GM18, la 
proteína que obtuvo mayor cantidad de secuencias idénticas con nuestra toxina activada 
también fue Cry1Jb con 6 secuencias idénticas (Fig. 26B), debido a estos resultados 
optamos por utilizar los datos presentes hasta la actualidad de la toxina Cry1Jb para su 
comparación con nuestra Parasporina. 
 
 
 
 
 
Figura 26. Análisis Nano LC-MS/MS GM18 
A) Muestra de 38 kDA de la cepa GM18 
B) Muestra de 28 kDa de la cepa GM18 
A 
B 
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Por otra parte, en los resultados del análisis en la muestra de 26 kDa de la cepa 
IB84, se encontró similitud con la toxina Cry15Aa con un peso de 38 kDa como 
protoxina y 4 secuencias idénticas con nuestra Parasporina (Fig. 27), teniendo esto en 
mente, la decisión fue utilizar a la toxina Cry15Aa para la comparación de las 
secuencias, su análisis y modelaje posterior. 
 
 
 
8.5. Análisis de secuencias, determinación y modelaje de la estructura terciaria y 
tridimensional 
 
8.5.1. Análisis de secuencias 
A partir de las proteínas elegidas para la comparación con nuestras muestras, 
Cry1Jb en el caso de la cepa GM18 y Cry15Aa para la cepa IB84, se procedió a extraer 
la secuencia completa de aminoácidos con la base de datos del NCBI, los alineamientos  
de las secuencias con BLAST-Protein dan como resultado esperado, el emparejamiento 
con toxinas Cry de Bacillus thuringiensis y en específico con Cry1Jb y Cry15Aa. 
Además se identificó la zona en las cuales nuestras secuencias se acoplan, tanto 
en la protoxina como en la toxina activada con la ayuda de los servidores PredictProtein, 
RaptorX y el programa UCSF Chimera. 
En la Fig. 28 puede observarse la secuencia de aminoácidos de la protoxina 
Cry1Jb que consta de 1170 aminoacidos y un peso de 133 kDa (Fig. 28A), también se 
encuentra la toxina digerida de Cry1Jb de 548 aminoacidos (Fig. 28B), los números 
entre paréntesis y en rojo corresponden al orden de las secuencias, las secuencias en 
amarillo aquellas que se encuentran aisladas, y las secuencias en turquesa representan 
secuencias que se sobreponen en algunos aminoácidos con otra secuencia. 
Figura 27. Análisis Nano LC-MS/MS IB84 
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En las tablas VIII y IX, pueden observarse las secuencias de aminoácidos 
idénticas entre Cry1Jb y la Parasporina de la cepa GM18, su sitio en la proteína, 
estructura y dominio donde se presentan. 
 
Cry1Jb (1170 aa) 133 kDa numero de acceso NCBI: Q45716 
 
 
A) 
Protoxina 
MEINNQNQCIPYNCLSNPEEVLLDGERILPDIDPLEVSMSLLQFLLNNFVPGGGFISGLFDKIWGALRPSD
WELFLAQIEQLIDQRIEATVRAKAIAELEGLGRSFQLYVEAFKEWEETPDNTAARS(1)RVTER(2)FRII
DAQIEANIPSFRIPGFEVPLLSVYAQAANLHLALLRDSVIFGERWGLTTTNVNDIYNRQVKRIHEYSDHCV
DTYKTELERLGFTSRAQWKIYNQFRRELTLTVLDIVAVFPNYDGKLYPIQTKSELTREIYTSPVSEYYYGA
INNYNQNGIQTERQIRQPHLMDFFNTMTMYTSYNRREYYWSGLEMTAYFTGFAGPQVSFPLAGTRGDAAPP
FNVRSVNDGIYRILSAPFYSAPFLGTSVLGSRGEEFMFALNNISPPPSARYRNPGTVDSLVSIPPQDNSVP
PH(3)RGSSHRLSHVTMRNSSPIFHWTHRSATTTNRINSDVITQIPMVKAYNLHAGATVVRGPGFTGGDIL
(4)R(5)RTSNGMVVTLRVDASAVRNQRYRIRFRYAATSNFYFVVRRGNLGVNGREIM(6)KTMSTGEELK
SASFVLGEFITPFNFFENQVPLQIEIQSLSPGGEVYLDKIEFIPADTTFEAEYDLERAQKAVNALFTSTNQ
RGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFCLDEKRELSEKVKHAKRLSDE(7)RNLLQDPNFTSINGQLDRGWR
GSTDITIQGGNDVFKENYVTLPGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYELRGYIEDSQDLEVYLIRYNAKH
ETLNVPGTDSL(8)RTLSVESQNGRCGELNRCMPHIKWNPDVDCSCRDGEKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLQ
EDLGVWVVFKIKTQEGYARLGNLEFIEEKPLVGEALSRVKRAEKKWRDKREKLELETKRVYTEAKEAVDAL
FVDSQYDRLQADTNIGMIHAADKLVHRICETYLPELPFIPGINAIIFEELENRISTAFFLYEARNVINNGD
FNNGLTCWNVKGHVDVQQSHHRSVLVIPEWEAEVSQKVRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIHEIEDNT
DELKFRNCEEEGDYSNDTGTCNDYPASQGAAGCADVCNSRNVGYKDAYETNTSASVNYKPTYEEETYTDVR
EDNHCEYDRGYVNYPPLPAGYVTKELEYFPETDTVWIEIGETEGKFIVDSVELLLMEE. 
 
 
B) 
Toxina (548 aa). 
FVPGGGFISGLFDKIWGALRPSDWELFLAQIEQLIDQRIEATVRAKAIAELEGLGRSFQLYVEAFKEWEET
PDNTAARS(1)RVTER(2)FRIIDAQIEANIPSFRIPGFEVPLLSVYAQAANLHLALLRDSVIFGERWGLT
TTNVNDIYNRQVKRIHEYSDHCVDTYKTELERLGFTSRAQWKIYNQFRRELTLTVLDIVAVFPNYDGKLYP
IQTKSELTREIYTSPVSEYYYGAINNYNQNGIQTERQIRQPHLMDFFNTMTMYTSYNRREYYWSGLEMTAY
FTGFAGPQVSFPLAGTRGDAAPPFNVRSVNDGIYRILSAPFYSAPFLGTSVLGSRGEEFMFALNNISPPPS
ARYRNPGTVDSLVSIPPQDNSVPPH(3)RGSSHRLSHVTMRNSSPIFHWTHRSATTTNRINSDVITQIPMV
KAYNLHAGATVVRGPGFTGGDIL(4)R(5)RTSNGMVVTLRVDASAVRNQRYRIRFRYAATSNFYFVVRRG
NLGVNGREIM(6)KTMSTGEELKSASFVLGEFITPFNFFENQVPLQIEIQSLSPGGEVYLDKIEFIPAD 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Secuencia de aminoácidos (FASTA) de Cry1Jb  
A) Protoxina 
B) Toxina 
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Tabla VIII. Secuencias en la banda superior de 38 kDa de GM18 
 
Tabla IX. Secuencias en la banda inferior de 28 kDa de GM18 
 
En comparación, la toxina Cry15Aa es más pequeña que la toxina Cry1Jb, cuenta 
únicamente con 340 aminoácidos y un peso aproximado de 38 kDa en su estado como 
protoxina, en la Fig. 39 y la tabla X, están representados los datos de dicha proteína 
junto con las secuencias de la Parasporina de la cepa IB84. Similar a la composición 
anterior los números entre paréntesis y en rojo corresponden al orden de las secuencias, 
las secuencias en amarillo aquellas pertenecientes a amabas proteínas, esta proteína no 
presenta secuencias sobrepuestas una con otras, por lo cual no se encuentran marcadas 
en turquesa. 
 
Cry15Aa (340 aa) 38 kDa numero de acceso NCBI: Q45729   
Protoxina 
MAIMNDIAQDAARAWDIIAGPFIRPGTTPTNRQLFNYQIGNIEVEPGNLNFSVVPELDFSVSQDLFNNTSV
QQSQTASFNESRTETTSTAVTHGV(1)KSGVTVSASAKFNAKILVKSIEQTITTTVSTEYNFSSTTTRTNT
VTRGWSIAQPVLVPPHSRVTATLQIYKGDFTVPVLLSLRVYGQTGTLAGNPSFPSLYAATYENTLLGRIRE
HIAPPALF(2)RASNAYISNGVQAIWRGTATT(3)RVSQGLYSVVRIDERPLAGYSGETRTYYLPVTLSNS
SQILTPGSLGSEIPIINPVPNASCKKENSPIIIHHDREKHRERDYD(4)KEHICHDQAEKYERDYDKE 
 
No. Secuencia del péptido Sitio en la proteína Estructura Dominio 
1 R.VTERFR.I 128-135 Helice I 
2 R.IIDAQIEANIPSFR.I 134-149 Helice+Loop I 
4 R.RTSNGMVVTLR.V 489-501 Beta plegada +Loop       
+ Beta plegada 
III 
5 R.TSNGMVVTLR.V 490-501 Beta plegada +Loop       
+ Beta plegada 
III 
6 K.TMSTGEELK.S 541-551 Beta plegada+ Loop III 
No. Secuencia del péptido Sitio en la 
proteína 
Estructura Dominio 
1 R.VTERFR.I 128-135 Helice I 
2 R.IIDAQIEANIPSFR.I 134-149 Helice+Loop I 
3 R.GSSHRLSHVTMR.N 
 
423-436 Helice+Beta plegada        
+ Loop 
II 
5 R.TSNGMVVTLR.V 490-501 Beta plegada +Loop       
+ Beta plegada 
III 
7 R.NLLQDPNFTSINGQLDR.G 669-687 Helice+Loop Protoxina 
8 R.TLSVESQNGR.C 772-783 Loop Protoxina 
Figura 29. Secuencia de aminoácidos (FASTA) de Cry15Aa 
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Tabla X. Secuencias en la banda inferior de 28 kDa de IB84 
 
 
8.5.2. Determinación y modelaje de la estructura terciaria y tridimensional 
 Obtuvimos las predicciones estructurales de las 2  Parasporinas como un 
ejercicio complementario mediante el uso del servidor Raptor X. Este servidor desarrolla 
un modelo para la estructura de proteínas y la predicción de funciones, es desarrollado 
por el grupo Xu, especializados en la predicción secundaria, terciaria y de contacto para 
secuencias de proteínas sin homólogos cercanos en el banco de datos de proteínas 
(PDB).  
 Dada una secuencia de aminoácidos, RaptorX predice sus estructuras secundarias 
y terciarias, así como mapas de contacto, accesibilidad a disolventes, regiones 
desordenadas y sitios de unión. RaptorX asigna las siguientes puntuaciones de confianza 
para indicar la calidad de un modelo 3D predicho: valor P para la calidad global relativa, 
GDT (prueba de distancia global) y uGDT (GDT no normalizado) para la calidad global 
absoluta y RMSD para el valor absoluto de calidad local de cada residuo en el modelo. 
RaptorX-Binding predice los sitios de unión de una secuencia de aminoácidos, basado 
en el modelo 3D predicho por RaptorX. 
 Una de las características del servidor, es acumular toda la información del 
modelo 3D en un archivo PDB el cual puede ser transferido a otros programas de 
visualización y modelaje de proteínas, como lo es USCF Chimera, en este programa se 
realizaron los modelajes presentados más adelante. 
 En el análisis de secuencias encontradas en la protoxina Cry1Jb nuestro 
modelo para la Parasporina de la cepa GM18, la cantidad final fueron 8 secuencias 
idénticas entre la sección de 38 kDa y 28 kDa provenientes de los geles de 
poliacrilamida (Fig. 15) como se hace constatar en la Fig. 30 la mayoría de estas 
secuencias se encuentran hacia el interior de la protoxina, por lo cual se puede deducir 
No. Secuencia del péptido Sitio en la proteína Estructura Dominio 
1 K.SGVTVSASAK.F 96-107 Beta plegada+Loop II 
2 R.ASNAYISNGVQAIWR.G 219-235 Beta plegada+Loop I 
3 R.VSQGLYSVVR.I 240-251 Beta plegada III 
4 K.EHICHDQAEKYER.D 322-336 Helice+Loop III 
 63 
 
que son de alta confiabilidad ya que no se encuentran en los extremos de la proteína 
donde podrían perderse en el proceso de activación con proteasas, de hecho, dos 
secuencias son eliminadas una vez la proteína es digerida, en la toxina activada son 6 de 
nuestras secuencias las que permanecen (Fig. 31). 
 Cabe destacar la conservación de los 5 bloques conservados, característicos de 
las toxinas Cry y la preservación de los 3 dominios tanto en la protoxina como en la 
toxina activada. 
 
Figura 30. Modelo de la Protoxina Cry1Jb con las secuencias de la Parasporina en 
la cepa GM18. 
Dominio I 
Dominio II 
Dominio III 
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En la sección de 26 kDa de la cepa IB84 se encontraron 4 secuencias idénticas a 
la toxina Cry15Aa como se observa en la Fig. 29 y Tabla X, en este caso los estudios 
realizados en el modelo, todos fueron sobre la secuencia de la protoxina, ya que al igual 
que nuestra cepa, la protoxina Cry15Aa tiene un peso de 38 kDa y el resultado de la 
digestión produce una toxina de alrededor de 25 kDa la cual no ha sido secuenciada aun 
(Naimov et al. 2008). La Fig. 32 demuestra el modelo de la toxina Cry15Aa con las 
secuencias de la Parasporina en la cepa IB84, curiosamente el modelo enseña una 
semejanza débil con las proteínas formadoras de poro de β-barril, tales como las 
aerolisinas de Aeromonas hydrophila, las citotoxinas de Pseudomonas aeruginosa, la 
toxina épsilon de Clostridium perfringens, así como la Parasporina-4 relacionada con 
nuestra cepa IB84. 
Figura XX. Modelo de la toxina Cry1Jb con las secuencias de la Parasporina en 
la cepa GM18. 
 
Figura 31. Modelo de la toxina Cry1Jb con las secuencias de la Parasporina en la 
cepa GM18. 
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Figura 32. Modelo de la toxina Cry15Aa con las secuencias de la Parasporina en la cepa 
IB84. 
8.6. Bioensayos 
La actividad biológica fue puesta a prueba mediante ensayos de citotoxicidad 
contra la línea celular de leucemia linfoblastica aguda MOLT-4. 
Los extractos activos de las cepas IB84 y GM18 fueron probados en ensayos de 
una sola dosis contra la línea MOLT-4. Las células de leucemia fueron susceptibles en 
mayor o menor medida ante los dos extractos.  
El análisis observado desde el punto de vista de susceptibilidad, demostró que las 
células control no sufrieron daños que pudieran mermar su desarrollo, mientras que las 
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células que recibieron el tratamiento con Parasporinas tuvieron diversos grados de 
susceptibilidad.  
La validación de los ensayos de citotoxicidad consistió en células de leucemia en 
suspensión MOLT-4 (200 μl) expuestas con diferentes buffers (10 μl), incluyendo el 
buffer de carbonatos con proteinasa K y PMSF con el que fueron activados los cristales 
paraesporales de todas las cepas. También fueron incluidas células (200 μl) sin ninguna 
solución o buffer adicional y células adicionadas con agua estéril (10 μl). De todos estos 
controles aquel que resulto en un efecto adverso, fue el buffer de carbonatos en solución, 
ya que este modifica las condiciones del medio provocando un estrés en las células y 
provocando su daño o muerte, por lo cual se decidió, transferir las muestras a suero y 
homogenizarlas con medio concentrado y medio normal antes de agregar el tratamiento 
a las células, y asi reducir las interacciones que pudieran afectar la confiabilidad del 
ensayo, a pesar de esto, el resultado general fue que no hubo diferencias significativas en 
ninguna de las condiciones, descartando que los componentes usados para la activación 
de los cristales, interfirieran con la viabilidad de la línea celular. 
 Los resultados se analizaron a 24 y 48 h, para corroborar el efecto de los 
tratamientos a tiempo prolongado, bajo esta situación el efecto que cambio después de 
las 24 horas fue el de la cepa GM18 ya que redujo el porcentaje de sobrevivencia de 
70.40% (Fig. 33) a 24 h hasta 54.60% en el análisis de 48 h (Fig. 35), a diferencia del 
porcentaje de sobrevivencia de la cepa IB84 ya que se mantuvo en un alrededor de 60% 
incluso después de las 24 horas (Fig. 33 y 34). En base a esto, el efecto visualizado a 
partir de las 24 h se deduce, es el estado óptimo de la concentración de Parasporinas y su 
acción sobre las células. También se confirma que las Parasporinas requieren una 
digestión con proteasas para generar la toxina activa, ya que las muestras con protoxinas 
no tuvieron efectos citotóxicos sobre las células de cáncer.   
La línea MOLT-4 fue expuesta a 5 μg de cada extracto. El porcentaje de 
sobrevivencia fue estimado en base a la concentración de células sin tratamiento como el 
100 %, el valor exacto de sobrevivencia es dado en la parte superior de las barras.  
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Como dato adicional incluso después de las 48 h, se podía observar bajo el 
microscopio a varias células aun con efectos citopáticos (ECP) que eventualmente 
podrían desencadenar una reducción en el porcentaje de sobrevivencia. 
 
Figura 33. Ensayos de una sola dosis en la línea celular MOLT-4 a 24 h. 
 
Figura 34. Ensayos de una sola dosis en la línea celular MOLT-4 a 48 h. 
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9. DISCUSION 
9.1. Caracterización morfológica 
Los cultivos de las cepas fueron constantemente monitoreados al microscopio 
óptico y también en estudios previos fueron vistos en microscopía electrónica de barrido 
(Espino-Vázquez 2014), los cristales de la cepa IB84 fueron los más difíciles de 
caracterizar debido al tamaño y baja proporción con respecto a la cantidad de esporas. 
Los cristales vistos al microscopio óptico tuvieron formas irregulares muy pequeñas, 
frecuentemente se encuentran adheridos a uno de los polos de la espora. En el caso de la 
cepa IB84, la microscopía electrónica reveló cristales irregulares ligeramente alargados,  
localizados hacia un polo de la espora. Aunque esta cepa se cree codifica para la PS4 
(Espino-Vázquez 2014) sus cristales fueron muy diferentes a los de la cepa de referencia 
A1470, que en la literatura también están reportados como irregulares (Lee et al., 2000).  
La cepa GM18, que inicialmente fue aislada de muestras de suelo de Guanajuato 
y nombrada como subespecie neoleonensis. No presentó actividad biológica contra seis 
especies de insectos (Rodriguez-Padilla et al., 1990), pero nueve años después fue 
reportada como tóxica contra células de leucemia e inocua para eritrocitos de oveja 
(Mizuki et al., 1999). Los cristales de las cepas GM18 fueron los más peculiares. 
Mientras que al microscopio óptico, los cristales de GM18 mostraron figuras como de 
gotas de agua de tamaño medio; por microscopía electrónica de barrido, los cristales 
revelaron formas cóncavas irregulares, una morfología cercana a la piramidal (Fig. 14) 
(Espino-Vázquez 2014). Cabe señalar que para esta cepa los cristales han sido 
reportados como triangulares, vistos por microscopía electrónica de transmisión 
(Rodriguez-Padilla et al., 1990), pero con los avances y la visualización en microscopia 
electrónica de barrido se observó una estructura tridimensional piramidal cóncava o 
irregular. 
Se hace hincapié en el hecho que si bien las características de morfología clásica 
para ambas sepas son parecidas (Fig. 13), los tiempos que requieren cada una para llegar 
al máximo requerido de esporulación fueron diferentes (72-96 hrs), de igual forma la 
concentración de cristales y la morfología de los cristales por lo cual este tipo de perfil 
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previo antes de la producción de Parasporinas para su uso, siempre es necesario e 
importante para llevar una correcta estandarización del proceso.  
 9.2. Perfiles proteicos  
Para poder caracterizar correctamente las proteínas presentes en las soluciones de 
proteínas totales, así como las soluciones purificadas se realizó el análisis los perfiles 
proteicos de los cristales solubilizados y digeridos de nuestro estudio y lo reportado en la 
literatura para comparar las diferencias entre cepas y Parasporinas (Kim et al. 2000; Lee 
et al. 2000; Mizuki et al. 2000; Yamashita et al. 2000; Espino-Vázquez 2014; Ruiz-
García 2015). De forma general los patrones y pesos moleculares observados fueron 
similares, aunque con una mayor o menor cantidad de bandas minoritarias, ya que se 
trabajó con los extractos crudos y con las PS purificadas, lo cual es importante para 
corroborar que es la Parasporina presente y solo esta la que produce el efecto citotóxico 
sobre las líneas celulares de cáncer (Committe of Parasporin Classification and 
Nomenclature, 2016.)  
La cepa IB84 (Fig. 15) expuso proteínas de tamaños cercanos a los esperados 
para la protoxina (38 kDa) y Parasporina activa (26 kDa) (Espino-Vázquez 2014); sin 
embargo, no se igualó a la cepa A1470, ya que esta cepa además de la PS4Aa1, también 
sintetiza PS2Aa2 (Okumura et al. 2014). Aun se tienen ciertas dudas acerca de la 
producción de Parasporinas por parte de la cepa IB84, se ha demostrado su efecto 
citotóxico y amplificación por pcr para iniciadores específicos de la PS4 (Espino-
Vázquez 2014), sin embargo en estudios inmunológicos ha dado resultados negativos 
para la unión a anticuerpos antiPS4 (Ruiz-García 2015), como se mencionara 
posteriormente, estos resultados pueden significar una Parasporina-4 con un arreglo 
conformacional diferente. 
En cuanto a la cepa GM18 (Fig. 15), cuyos tipos de PS no han sido establecidos, 
presento patrones de proteínas nativas y solubilizadas que no se pudieron relacionar a 
ninguna de las PS reportadas pero que tienen similitud con estudios previos sobre su 
caracterización en muestras nativas y muestras solubilizadas (Espino-Vázquez 2014; 
Ruiz García 2015) presentando una protoxina de aproximadamente 110 kDa, por otra 
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parte, el perfil en estado activo mostro dos bandas principales de 38 kDa y  26 kDa, que 
pudieran comparase tanto con PS2 como PS4 (Okumura et al. 2014).  
  
Estas dos secciones de diferente peso surgieron por la metodología de 
purificación y activación de la protoxina, por lo cual es de importancia para el estudio, 
ya que por los análisis encontrados hasta la fecha, podría existir la posibilidad de dos 
fragmentos tóxicos pertenecientes a la misma protoxina, caso ya reportado con 
anterioridad (Mizuki et al. 2000). 
Como dato adicional las diferencias en rendimientos de proteína total obtenidas 
al final de la activación de nuestras cepas y las de referencia. Como recomendación del 
Dr. Eiichi Mizuki, en la investigación de Espino-Vázquez (2014) la activación se hizo a 
partir de cultivos esporulados en medio sólido, crecidos en cajas Petri de 100 x 15 mm. 
En donde las cepas con mayor rendimiento fueron las A1190, A1547, A1462, IB88, 
CL9-1 y CL9-3, con las que fue posible alcanzar concentraciones de hasta 1 mg, a partir 
del cultivo esporulado de una sola caja Petri. En segundo plano fueron agrupadas las 
cepas A1470, IB79 y GM18, que mostraron rendimientos de 1 mg de proteína total a 
partir de 3 cajas Petri. Mientras que en último lugar quedaron las cepas IB84 y CL9-21, 
donde se requirieron hasta 10 cajas para lograr la concentración de 1 mg, por lo que 
invariablemente tuvieron que ser concentradas y dializadas lograr las concentraciones 
requeridas para los experimentos posteriores.  
El rendimiento observado para todas las cepas, incluidas las de referencia estuvo 
estrechamente relacionado al tamaño de los cristales paraesporales, ya que las cepas de 
menor rendimiento también fueron las productoras de los cristales más pequeños en este 
caso la cepa IB84, mientras que las que tuvieron los cristales más grandes fueron con las 
que se recuperó la mayor cantidad de proteína final , tomando todo lo anterior en cuenta 
se tomó la decisión de pasar la producción de cristales hacia matraces con caldo 
nutritivo, esto para acceder a una mayor cantidad de Parasporina final, se comprende que 
las soluciones provenientes por parte de caldo nutritivo se encuentran en un estado más 
turbio, esto se puede eliminar con los procesos de purificación aplicados en esta 
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investigación, obteniendo como resultado una mayor cantidad de proteína de interés sin 
pasar por alto el estado libre de contaminantes de las proteínas. 
 
 
9.3. Inmunodetección 
Ruiz-García (2015) realizo estudios de Western Blot y Dot Blot en la cepa IB84 
mostrando resultados negativos hacia los anticuerpos Anti-PS1 y anti-PS4, por lo cual se 
intuye que estas dos cepas producen Parasporinas un poco diferentes a las reportadas 
hasta ahora. 
Así también se realizaron Dot Blots contra la Parasporinas de la cepa GM18 
usando anticuerpos Anti-PS1 y anti-PS4, dando resultados negativos para ambos 
anticuerpos, confirmando que la protoxina presente en la cepa GM18 no presente 
relación con estas dos familias de Parasporinas al menos bajo estudios inmunológicos. 
La Inmunodetección con los anticuerpos anti-PS1 fue positiva para los cristales 
solubilizados y digeridos de las cepas A1190 (control positivo) y CL9-1 con una clara 
señal de color en la membrana de nitrocelulosa (Ruiz-García 2015). Las dos cepas 
fueron positivas por PCR y este resultado confirma que si expresan la PS1 (Espino-
Vázquez 2014). Es importante mencionar que los anticuerpos anti-PS1 fueron 
levantados sobre las proteínas solubilizadas de la cepa A1190, y por lo tanto, reconocen 
más de una sola banda. 
Continuando con la detección de PS4, además de la muestra digerida de IB80-1,  
se obtuvo señal en control positivo, el cual consistió en los cristales solubilizados y 
digeridos de la cepa A1470 (Ruiz-García 2015). En estos experimentos, llama la 
atención que la cepa IB84, que fue positiva por PCR para la PS4 (Espino-Vázquez 
2014), no dio señal en el Western Blot (Ruiz-García 2015) y tampoco para Dot Blot. 
Esto pudiera ser producto de la síntesis de un tipo diferente de PS4, con variantes 
importantes a la secuencia reportada, lo que daría pie a la presencia de epítopes 
diferentes a los que son reconocidos por los anticuerpos usados.   
La cepa IB84 fue contemplada para este estudio porque codifica para PS4, que 
fue identificada por PCR y bioensayos contra células MOLT-4 (Espino-Vázquez 2014). 
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Sin embargo Ruiz-García (2015) demostró que durante la exposición contra los 
antisueros anti-PS1 y anti-PS4 no tuvo una señal visible en ninguna de las tres etapas de 
la activación a una concentración de 10 μg de proteína total. Podemos inferir que la cepa 
IB84, presenta  alguna variedad no reportada de PS4 ya que tiene una citotoxicidad alta 
contra células MOLT-4 y genes conservados de la PS4 pero epítopos diferentes a los 
detectados por los antisueros anti-PS4. Esto es comprensible si consideramos que los 
anticuerpos fueron levantados contra la toxina, lo cual los hace más específico hacia el 
fragmento tóxico de la PS4 y de ésta manera, los anticuerpos no podrían reconocer los 
epítopos conservados en las proteínas nativas presente en los extractos crudos que se 
utilizaron.  
A1190 y A1470 de acuerdo con Mizuki et al. (2000) constan del precursor de la 
fracción tóxica para la PS1Aa1 que es de 81 kDa y la forma activa está en dos 
polipéptidos, uno de 15 y otro de 56 kDa. Mientras que Okumura et al. (2005) señalaron 
que el precursor de la fracción tóxica de PS4aa1 es de 30 kDa y la forma activa de 27 
kDa, estos patrones se conservan en la caracterización de dichas cepas como control en 
esta investigación. 
Por último, para confirmar la presencia de la Parasporina en todos los pasos de 
purificación y extracción se procedió a utilizar los anticuerpos policlonales anti-GM18 
levantados en conejo, proporcionados por la Dra. María Magdalena Iracheta del Instituto 
de Biotecnología, estos anticuerpos dan resultados positivos para las muestras nativas, 
solubilizadas, digeridas y purificadas (Fig. 20), por lo cual fueron de gran utilidad para 
el seguimiento de la conservación de la Parasporina de interés a través de todo el 
proceso de extracción y purificación hasta su punto final con la proteína completamente 
purificada (Fig. 16 y 17), la utilización de anticuerpos para diferentes metodologías 
(Kitada et al. 2006 y 2007; Okumura et al. 2004; Ruiz-García 2015; Espino-Vázquez 
2014) ha demostrado ser de alta eficacia y discerniente para diferentes tipos de 
Parasporinas por lo cual su uso en esta investigación fue de un alto aprovechamiento.  
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9.4. Cromatografía  
9.4.1. Cromatografía de intercambio aniónico 
Las proteínas fueron pasadas a través de una columna de intercambio aniónico Hi 
Trap Q FF (1 ml, 7 × 25 mm) y Hi Trap Q XL (1 ml, 7 × 25 mm)  contra un buffer de  
Tris-HCl 50 mM (pH 9.0) con EDTA al 1 mM a un radio de flujo de 2.0 mL/min a 4 °C. 
La proteína fue eluida con un gradiente en incremento de NaCl en una concentración de 
0 a 1.0 M en el mismo buffer que fue descrito anteriormente, 1 mL de cada fracción fue 
recolectada para su posterior caracterización. 
GM18 presenta dos señales altas de proteínas en la fracción 27 (13.5 min, 202 
mM NaCl) y  fracción 46 (23 min, 690 mM NaCl). Siendo la fracción 27 (13.5 min, 202 
mM NaCl) la que contiene la proteína de interés. 
IB84 presenta tres señales altas de proteínas; fracción 26 (13 min, 195 mM 
NaCl), fracción 42 (21 min, 630 mM NaCl) y fracción 48 (24 min, 949 mM NaCl). La 
proteína se encuentra presente en la fracción 26. 
Actualmente investigaciones en la caracterización de las cepas IB84 y GM18 
bajo la cromatografía de intercambio iónico no se encuentran publicadas, sin embargo se 
han hecho diferentes estudios y se pueden mostrar los beneficios de dicha metodología, 
que no solo sirve para la caracterización de la proteína sino que también tiene un 
importante uso para purificar la muestra y recolectar las fracciones en donde se 
encuentran las Parasporinas de interés (Lee et al. 2001). 
Okumura et al. (2004 y 2006) demostraron como se obtenían entre las fracciones 
15 a 25 proteínas de alrededor de 28 kDa que mostraban efectos citotóxicos sobre 
células MOLT-4, también en el 2006 (Okumura et al. 2006) este método se utilizó para 
purificar y aislar los cuerpos de inclusión producidos por una cepa de E. coli 
recombinante que producía un tipo específico de Parasporina, mostrando que incluso en 
otras cepas este método se anunciaba como prometedor para la extracción de las 
Parasporinas, además informa de la importancia de este tipo de purificacion, ya que 
proteinas del mismo peso molecular pueden ser separadas gracias a su carga y 
encontrarse en diferentes fracciones recolectadas y de igual forma tener un efecto 
citotóxico sobre las células. 
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También se han realizado estudios sobre los dominios presentes en la proteína de 
interés producida por Bacillus thuringiensis y se llevó acabo la caracterización por 
cromatografía de intercambio iónico (Nagamatsu et al. 2010) mostrando las fracciones 
importantes las cuales contenían proteínas con efecto sobre células HepG2, Hela, 
CACO-2 y HC. 
Tomando toda la información en cuenta, se llega a la conclusión que el método 
de purificación por cromatografía de intercambio aniónico es fácil, rápido y 
relativamente sencillo una vez que se ha estandarizado el programa, y puede aplicarse a 
todas las muestras de diferentes cepas de Bacillus thuringiensis por lo cual resulta 
factible utilizar este método para la obtención de Parasporinas en un estado puro. 
 
9.4.2. Cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC) 
La proteína de interés de la cepa GM18 se encontró en el pico 2 (1.84 min) en un 
tiempo demasiado corto y junto a otros picos de proteínas que no pudieron diferenciarse 
entre sí de manera adecuada, si bien la separación de las proteínas, no se dio como se 
esperaba por HPLC (Fig. 24), esto se debió a las condiciones en las cuales se llevó a 
cabo el protocolo, debido a haber utilizado un protocolo estándar para proteínas como 
punto inicial de experimentación, el uso de HPLC para la separación de Parasporinas ya 
se encuentra registrado (Krishnan et al. 2010) por lo cual a un futuro se requerirá 
modificar el protocolo para obtener una separación adecuada de las fracciones y poder 
unir el HPLC a los demás métodos de separación de Parasporinas de nuestras cepas. 
 
9.4.3. MALDI-TOF/TOF 
La muestra de la cepa GM18 caracterizo para una dehidratasa del ácido amino 
levulínico de Bacillus thuringiensis (Fig. 25A) con un peso aproximado de 20 kDa y un 
pI de 5.0, además de un calidad de emparejamiento con nulo grado de confianza, 
características completamente diferentes a lo esperado para la protoxina de 110 kDa. 
Este resultado se cree sucedió por el compactamiento de varias proteínas en el spot 
mayoritario del cual fue obtenida la muestra del gel bidimensional, por lo cual la 
muestra se encuentra mezclada con diferentes proteínas pertenecientes a Bt, para 
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mejorar esto se debería correr geles en otra concentración de SDS, así como una 
concentración menor de muestra para no saturar el carril en el cual corren las proteínas, 
la separación por el punto isoeléctrico fue cercana al esperado, por lo cual las tiras 
parecen tener las características adecuadas para el análisis. 
 En el caso de la muestra de la cepa IB84 caracterizo para una quitosanasa (Fig. 
25B) con un peso aproximado de 50 kDa, un pI de 8.5 y una calidad de emparejamiento 
de alto grado de confianza, de igual forma, propiedades no esperadas para la protoxina 
de 38 kDa. El spot mayoritario del cual se tomó la muestra se encuentra algo extendido 
entre la sección de 50 kDa y 37 kDa en el gel de poliacrilamida, uno de los factores que 
pudo afectar el análisis de la muestra, de igual forma se ha demostrado que la cepa IB84 
contiene proteínas del mismo peso molecular de 38 kDa comparadas con la protoxina y 
en las cuales lo que difiere es su pI, por lo cual es recomendable como en el suceso 
anterior otra concentración de SDS para permitir el traslado óptimo de las proteínas, 
algunas modificaciones a las condiciones de IEF, así como obtener varias muestras de 
diferentes pI para un análisis extenso hasta encontrar la sección de la proteína de interés.  
 Katayama et al. 2005 hicieron un estudio de la Parasporina-1, dentro de su 
metodología se encontraba la utilización de MALDI-TOF para el análisis del peso 
molecular de los fragmentos generados a partir de la Pro-Parasporina-1, con esto en 
mente, la explicación más sencilla para los resultados infructuosos deriva en una toma 
de muestra errónea más que en un error en el método de análisis. Espino-Vazquez 
(2014) menciona de igual forma ciertas condiciones y sugerencias para la realización de 
geles bidimensional y toma de muestra de estos, implicando una mejor separación de 
spots para su posterior análisis. Se tomaran en cuenta todos estos datos para en un futuro 
aplicarlo a la metodología existente y mejorarla. 
 
9.4.4. Nano cromatografía liquida acoplada a espectrómetro de masas en tándem 
(Nano LC-MS/MS) 
Con el surgir de la Nano LC-MS/MS para el estudio proteomico, los límites de 
que proteínas pueden ser separadas y analizadas individualmente recae en las 
habilidades de cada investigador, y se enfocan en que proteína o proteínas se busca 
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investigar, Nair y Dean en el 2015, investigaron el complejo preporo de la toxina 
Cry1Ab de Bacillus thuringiensis separando las proteínas con Nano LC-MS/MS, este 
estudio corrobora la factibilidad de utilizar este método para la separación de nuestras 
Parasporinas, y teniendo en cuenta los resultados positivos en los análisis que realizamos 
(Fig. 26 y Fig. 27), la cromatografía liquida acoplada a espectrómetro de masas en 
tándem se posiciona como una de las herramientas por excelencia en el estudio de 
proteínas. 
 
9.5. Análisis de secuencias, determinación y modelaje de la estructura terciaria y 
tridimensional 
El análisis de las secuencias, determinación y modelaje de las proteínas 
proporciona información importante acerca de la naturaleza de nuestras Parasporinas, se 
puede observar en la Fig. 31, como el modelo de la Parasporina GM18 bajo la plantilla 
de Cry1Jb, desarrolla una formación característica de las toxinas Cry convencionales, 
con 5 bloques conservados y 3 dominios, esta caracteriza se añade al hecho que en 
investigaciones anteriores se ha demostrado que la Parasporina de la cepa GM18 
produce apoptosis sobre diversas líneas celulares de cáncer (Espino-Vázquez 2014), 
parecido al efecto que tiene la Parasporina-1 (Katayama et al. 2007, 2011), en la misma 
comparación la Parasporina 3 (PS3Aa1 y PS3Ba1) de B. thuringiensis cepa A1462 fue la 
primera toxina reportada con arquitectura típica de tres dominios y es citotóxica para las 
células cancerosas humanas (Yamashita et al. 2005).  
La alineación de la secuencia muestra que la parasporina-3 tiene los mismos 
cinco bloques conservados que las toxinas Cry de tres dominios insecticidas. Se ha 
sugerido que la parasporina-3 podría tener un modo de acción similar con las toxinas 
Cry de tres dominios (Xu et al. 2014). 
Bajo esta perspectiva analizamos las parasporinas reportadas hasta la fecha y su 
parentesco con las toxinas Cry asi como su clasificación en dicha denominación, se 
puede observar en la Tabla I, como las Parasporinas 1 estan asociadas a las toxinas 
Cry31, las Parasporinas 2 a Cry46, Parasorinas 3 a Cry41 y Parasporinas 4 a Cry45 
(Okumura et al. 2010). 
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En el caso de las Parasporinas 1 y 3 que corresponden a las toxinas Cry31 y 
Cry41, estas ultimas se encuentran en diferentes regiones en el dendograma de la 
clasificación común de los tres dominios de toxinas Cry (Crickmore et al. 2016), 
observando las secuencias entre  las parasporinas 1 y 3 se muestra una similitud de 
menos del 45% entre ellas, sin embargo una vez que se analizan sus secuencias en 
comparación a otras toxinas, se puede observar como tienen similitudes con las toxinas 
Cry1A, Cry1B, Cry1D  para la Parasporina 1 o Cry7 y Cry8 en el caso de la Parasporina 
3, estas toxinas Cry de igual forma se encuentran en una región mas cercana en el 
dendograma y comparten porcentajes de similitudes mayores, destacando dentro del 
grupo de las toxinas Cry1 (Cry1A-k toxicas hacia lepidópteros) (Palma et al. 2014) la 
toxina Cry1Jb, de la cual resultaron las secuencias en común con nuestro análisis en la 
toxina de la cepa GM18, recabando y analizando toda la información obtenida llegamos 
a la conclusión, que la cepa GM18 tiene una Parasporina que presenta similitudes con la 
toxina Cry1Jb y a su vez con el grupo de las toxinas Cry1, Cry7 y Cry8 cuyas 
características son similares a las presentes en las toxinas Cry31 y Cry41 que 
corresponden a las actuales Parasporinas 1 y 3. 
Por estas características se podría pensar que la Parasporina presente en la cepa 
GM18 comparte una estructura parecida a las Parasporinas-1 y -3, pero con una 
similitud en secuencia y modo de acción más cercano a la Parasporina-1 comenzando 
por la unión al receptor, seguido por un aumento del Ca2+ intracelular desde los 
primeros minutos de exposición y en consecuencia una disminución de la síntesis global 
de DNA y proteínas (Katayama et al. 2007, 2011). 
Una estructura diferente surge del análisis de la cepa IB84, la Fig. 32 muestra 
que bajo la plantilla de Cry15Aa de la cual surgieron las similitudes entre secuencias de 
aminoácidos procedentes de las muestras de nuestra cepa IB84, se crea una formación 
más cercana hacia las Parasporinas 2 (toxinas Cry46), Parasporinas 4 (toxinas Cry45) y 
las aerolisinas, todas las anteriores conocidas por formar poros en la membrana (Xu et 
al. 2014) y provocar la muerte celular por necrosis (Akiba et al. 2004; Mahalakshmi y 
Shenbagarathai 2010; Okumura et al. 2011).  
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Añadiendo a lo anterior Cry15Aa de B. thuringiensis serovar thompsoni se 
encuentra en otra clasificación diferente a las toxinas Cry convencionales, en un 
dendograma de las toxinas que no muestran una estructura típica de 3 dominios como la 
mayoría de las toxinas Cry (Crickmore et al. 2016), es un miembro del grupo de tipo 
Mtx2/3, debido a su similitud con las proteínas mosquitocidas Mtx2 y Mtx3 de Bacillus 
sphaericus.  
En el estudio de las Parasporinas se ha demostrado que la protoxina inactiva de 
PS2Aa1 es de aproximadamente 37 kDa y tiene una limitada similitud con la mayoria de 
las proteinas Cry y Cyt reportadas, pero comparte una simillitud en la secuencia de 
23.5% con Cry15Aa, la cual como se menciono anteriormente perteneceré a las toxinas 
MTX-like de L. sphaericus (formalmente conocida como Bacillus sphaericus) (Ito et al. 
2004, Akiba et al. 2009). En la otra mano, tenemos resultados en la búsqueda con PSI-
BLAST que han presentado homología entre la Parasporina 4 y la toxina Cry15Aa, α-
toxinas, aerolisinas y İ-toxinas con secuencias idénticas de 24%, 15%, 10% y 21%, 
respectivamente (Xu et al. 2014).  Otros miembros de este grupo, más parecidos a Cry15 
que son Mtx2 y Mtx3, son las toxinas Cry23, -33, -38 y -45 de B. thuringiensis. Sus 
secuencias de aminoácidos muestran una semejanza débil con las toxinas formadoras de 
poro (TFP), tales como la aerolisina de Aeromonas hydrophila, la citotoxina de 
Pseudomonas aeruginosa y la toxina épsilon de Clostridium perfringens (Naimov et al. 
2008).  
La protoxina de Cry15Aa tiene un peso aproximado de 38 kDa y la toxina 
activada produce fragmentos difíciles de analizar, sin embargo tienden a encontrarse en 
un peso aproximado de 25 kDa (Naimov et al. 2008), todo esto muy parecido con las 
características de nuestra cepa IB84. Un análisis individual hacia la Parasporina de la 
cepa IB84 hecho por Espino-Vázquez (2014) demostró que tiene un modo de acción 
cercano a las Parasporinas-2 y 4, provocando la muerte celular por necrosis en diferentes 
líneas celulares, incluyendo toda la información anterior se ha especulado que la 
Parasporina presente en la cepa IB84 podría ser una Parasporina parecida a la familia de 
la Parasporina-4 con una estructura un poco diferente a las reportadas hasta la fecha.  
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Es importante mencionar que el modelaje de las proteínas, es una aproximación 
acorde a los datos actuales de investigaciones realizadas, y este pueden variar con el 
tiempo y con el incremento de información suministrada a las plantillas de proteínas 
actuales, sin embargo este proceso permite visualizar de una manera más detallada, la 
estructura y las posibles interacciones que suceden en nuestras proteínas de estudio 
(Yachdav et al. 2014; Peng y Xu 2011a, 2011b; Ma et al. 2013; Kallberg et al. 2012). 
 
 
 
9.6. Bioensayos 
Como se esperaba acorde a las investigaciones anteriores (Espino-Vázquez 2014) 
la cantidad de células viables disminuyó con la aplicación de los cristales de las cepas 
IB84 y GM18 (Fig. 33 y 34). En cuanto a la actividad biológica, las dos cepas mostraron 
toxicidad contra las células de cáncer MOLT-4. Debido a los análisis de una sola dosis 
realizados, no se realizaron concentraciones efectivas medias con las cuales comparar el 
efecto sobre la línea celular y la literatura, sin embargo la dosis de 5 µg provoco un 
porcentaje alrededor del 50% de sobrevivencia, estoy señalaría un efecto moderamente 
toxico en base a los parámetros de Mizuki et al. (1999), ejemplificados de esta manera: 
>100 μg ml-1 ningún efecto o muy baja citotoxicidad (-); <100-10 μg ml-1, poca 
citotoxicidad (+); <10-1 μg ml-1 citotoxicidad moderada (++); <1-0.1 μg ml-1 
citotoxicidad alta (+++); < 0.01 μg ml-1 citotoxicidad extremadamente alta (++++). 
Uno de los puntos relevantes acerca de la investigacion es haber realizado los 
bioensayos con Parasporinas puras, el efecto demostrado para la Parasporina PS1Aa1 
(Ohba et al. 2009) fue moderamente toxico (++) sobre la línea celular MOLT-4 al igual 
que nuestra cepa GM18 la cual se estima es parecida a la Parasporina-1. 
Por otra parte, el efecto de la cepa IB84 fue menor al comparado con la 
Parasporina PS4Aa1 la cual parece compartir características con la Parasporina de 
nuestra cepa IB84, debido a que esta mostro un efecto moderamente toxico (++), 
mientras en la literatura se registra, al menos para la Parasporina-4 un efecto toxico alto 
(+++) (Ohba et al. 2009), estas variaciones se podrían deber a diferentes razones entre 
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las cuales se encuentran; a) diferencias estructurales en nuestras Parasporinas, b) 
diferentes receptores en la celula blanco, c) la variable afinidad de las Parasporinas 
reportadas a la fecha, d) una concentración no precisa de parasporina en los bioensayos, 
bajo este punto, se hace mención de haber realizado la cuantificación de proteinas con el 
método de Bradford ( Bradford 1976), que si bien es un método practico y rápido para la 
cuantificación de proteinas, su precisión no es tan fiable como otras metodologías 
existentes, por esta razón en un futuro se podria cambiar a protocolos mas precisos y asi 
realizar una cuantificación adecuada de proteinas, esto reflejado de una manera 
confiable sobre las concentraciones medias efectivas. 
Lamentablemente la concentración especifica de las cepas IB84 y GM18 sobre la 
línea celular MOLT-4 no pudo compararse estrictamente con el estudio de Espino-
Vázquez (2014), aun cuando sus resultados dieron cifras de CE50 de 6.058 (1.09-12.72) 
para los extractos de IB84 sobre MOLT-4 y de 1.309 (8.78-0.21) en el caso de GM18 
con un grado del efecto de citotóxico (EC) moderamente toxico (++) parecidos a nuestros 
resultados, ya que en dicho trabajo se realizo con extractos crudos de las cepas, y 
nosotros utilizamos las Ps purificadas, además en la literatura se hace referencia al 
efecto obtenido con las PS purificadas. 
Como último punto, es importante señalar que la actividad biológica de las 
Parasporinas pudiera estar subestimada por la naturaleza de los mismos cristales. Esto 
debido a que numerosas cepas de B. thuringiensis pueden sintetizar diferentes tipos de 
proteínas del cristal, y existe la posibilidad que más de una proteína presente en las 
cepas analizadas, llegue a tener actividad anti-cancerígena, además como se observado 
en la cepa GM18 existe la posibilidad de dos fragmentos toxicos derivados del proceso 
de digestión de la Pro-Parasporina, por lo cual podria existir una interferencia en el 
análisis del efecto citotóxico, por lo cual la purificación y separación de fragmentos es 
una necesidad para el análisis del efecto citotóxico de las Parasporinas. 
Por esto es necesario el aislamiento o purificación de las proteínas que contengan 
la actividad biológica, y en un futuro preferentemente purificarlas por expresión 
homóloga en E. coli, o heteróloga en cepas acristalíferas de B. thuringiensis. 
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10. CONCLUSIONES 
 GM18 presenta una Parasporina en forma de protoxina de 110 kDa y dos fragmentos 
de 38 y 26 kDa cuando es activada, diferente al patrón de las Parasporinas reportadas 
hasta la fecha al menos en su forma de protoxina. 
 
 IB84 presenta una Parasporina en forma de protoxina de 38 kDa y una toxina de 26 
kDa cuando es activada, teniendo similitud con la Parasporina 4 reportada en la 
literatura. 
 
 Los rendimientos de producción de Parasporinas entre las dos cepas difieren de lo 
reportado para las cepas de referencia por lo cual se requieren ajustes para su 
obtención. 
  
 Los anticuerpos Anti-GM18 (S y A) confirman la presencia de la Parasporina durante 
los diferentes pasos del proceso de purificación, los anticuerpos Anti-PS1 y Anti-PS4 
no se unieron a ninguna de las muestras de las cepas GM18 o IB84, aunque estudios 
anteriores asociaran a la cepa IB84 con la Parasporina 4.  
 
 GM18 presenta dos señales altas de proteínas en la fracción 27 (13.5 min, 202 mM 
NaCl) y  la fracción 46 (23 min, 690 mM NaCl).Siendo la fracción 27 (13.5 min, 202 
mM NaCl) la que contiene la Parasporina de interés. 
 
 IB84 presenta tres señales altas de proteínas; fracción 26 (13 min, 195 mM NaCl), 
fracción 42 (21 min, 630 mM NaCl) y fracción 48 (24 min, 949 mM NaCl). La 
proteína se encuentra presente en la fracción 26. 
 
 El análisis en base a Nano LC-MS/MS presento similitudes entre la Parasporina de la 
cepa GM18 y la Toxina Cry1Jb y la Parasporina de la cepa IB84 con la Toxina 
Cry15Aa. 
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 El análisis de las secuencias y modelaje de las proteinas genero una proteína parecída a 
las características toxinas Cry convencionales y las Parasporina-1 y -3 para la cepa 
GM18 y una proteína parecida a las Parasporinas-2 y -4 y las aerolisinas para la cepa 
IB84. 
 
 Se demostró el efecto citotóxico de las Parasporinas purificadas de las cepas IB84 y 
GM18 sobre la línea celular MOLT-4. 
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11. PERSPECTIVAS 
 Mandar a analizar y secuenciar las protoxinas en estado puro que se obtuvieron para su 
clonación y expresión en cepas recombinantes. 
 
 Analizar la secuencia de las protoxinas y compararlas con las que están registradas 
como Parasporinas conocidas a la fecha. 
 
 Obtener anticuerpos para las 6 familias de Parasporinas que se tienen clasificadas para 
un análisis total de diferenciación en las cepas que se han analizado hasta ahora. 
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